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RESUMO: (Potencial in vitro para solubilizagao de fosfato por Trichoderma spp.). O fosforo é um nutriente essencial para
o desenvolvimento das plantas, entretanto, a maior parte deste nutriente presente no solo se encontra na forma de fosfatos
inorganicos, que ndo podem ser utilizados pelas mesmas. Alguns microrganismos presentes na rizosfera sdo capazes de atuar
solubilizando o fosfato inorganico, auxiliando no desenvolvimento vegetal. Trichoderma sp. ¢ um fungo amplamente utilizado
como agente de controle biologico de doengas de plantas e encontra-se associado as suas raizes. Este trabalho visou avaliar
o potencial in vitro de diferentes isolados de Trichoderma spp. para a solubilizagdo de fosfato de calcio em meio PVK, e sua
capacidade de acidificagdo do meio e produgio de enzimas fosfatases. Todos os isolados foram capazes de solubilizar fosfato no
meio e demonstraram correlagdo entre a solubiliza¢do de fosfato de calcio e a acidificagdo do meio de cultura. O isolado ICBO8 (7.
asperellum) solubilizou maior concentragao de fosfato no meio em relagio aos demais isolados, quando considerado o intervalo
de tempo analisado. Todos os isolados apresentaram atividade enzimatica, variando em concentragao e tipo de fosfatase produ-
zida. Também foi possivel estabelecer correlagio entre a solubilizagdo de fosfato e a produgdo de enzimas fosfatases. O isolado
ICB18 (T asperellum) obteve a maior atividade enzimatica no periodo de tempo avaliado e produziu fosfatase acida e fosfatase
alcalina. Foi possivel concluir que os diferentes isolados possuem potencial de solubilizagdo, tanto através da acidificacdo do
meio quanto pela produgio de fosfatase acida e fosfatase alcalina.

Palavras-chave: fosfato de calcio, meio PVK, fosfatase acida, fosfatase alcalina.

ABSTRACT: (In vitro potential for phosphate solubilization by Trichoderma spp.). Phosphorus is an essential nutrient for
plant growth; however, most of it in the soil is in the form of inorganic phosphate, which cannot be used by plants. Some rhi-
zosphere microorganisms are able to solubilize inorganic phosphate, aiding in plant development. Trichoderma sp. is a fungus
widely used as biological control agent of plant diseases, being found associated with roots. We evaluated the in vitro potential
of Trichoderma spp. isolates for solubilizing calcium phosphate in PVK medium, and their ability to acidify the medium and
produce phosphatase enzymes. All isolates were able to solubilize phosphate in the medium and showed correlation between
the solubility of calcium phosphate and acidification of the culture medium. Isolate ICBOS8 (7. asperellum) solubilized higher
concentrations of phosphate in the medium than the other isolates, in the tested time interval. All isolates showed enzymatic
activity, varying in concentration and type of phosphatase produced. Phosphate solubilization also showed correlation with
phosphatase production. Isolate ICB18 (7. asperellum) showed the highest enzyme activity in the tested time period, producing
both acid and alkaline phosphatases. We concluded that the isolates showed potential for solubilization, through both acidification
of the culture medium and production of acid and alkaline phosphatases.

Keywords: Calcium phosphate, PVK medium, acid phosphatase, alkaline phosphatase.

INTRODUCAO

O fosforo é um componente de diversas moléculas,
como acidos nucléicos, fosfolipidios e ATP e conse-
quentemente, as plantas ndo podem crescer sem a su-
plementagao desse nutriente, que representa cerca de 0,2
% do peso seco das mesmas (Kapri & Tewari 2010). O
fosforo inorganico também estd envolvido no controle
de reagdes enzimaticas e na regulacdo de vias metabo-
licas (Schachtman et. al. 1998). Depois do nitrogénio,
o fosforo € o mais frequente macronutriente limitador
do crescimento das plantas, uma vez que 95-99 % do
fosforo presente no solo se encontra na forma de fosfatos
insoluveis, que nao podem ser utilizados pelas plantas
(Pradhan & Sukla 2005).

Diversos microrganismos do solo, principalmente da
rizosfera podem atuar solubilizando formas indisponiveis
de fosfato (Maheswar & Sathiyavani 2012). Os fungos
tém sido relatados por possuir maior habilidade de solu-
bilizagdo do que bactérias (Nahas 2002). A capacidade de
solubilizagdo de fosfatos é correlacionada com a habilida-
de de produgdo de acidos organicos e/ou polissacarideos
extracelulares pelos microrganismos (Kim et. al. 1997,
Omar 1998, Souchie et. al. 2007) bem como pela pro-
dugdo de enzimas fosfatases, que promovem a hidrolise
do fosfato, transformando o fosfato organico em uma
forma soltivel de fosfato inorganico (Leitdo et. al. 2010).

A inoculacdo de microrganismos solubilizadores de
fosfatos ou 0o manejo de suas populagdes tém sido suge-
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ridos como uma forma de substituir ou diminuir o uso
de fertilizantes fosfatados soltveis, mediante um melhor
aproveitamento dos fosfatos naturais existentes ou adi-
cionados ao solo (Goldstein 1986, Kim et. al. 1997). Um
exemplo de pratica semelhante ocorreu com a implemen-
tacdo do controle bioldgico de doengas de plantas utili-
zando os fungos do género Trichoderma spp.. Morandi
& Bettiol (2009) relatam o uso deste microrganismo com
sucesso no Brasil, par o controle de patégenos de solo
como Fusarium, Pythium, Rhizoctonia, Macrophomina,
Botrytis, Crynipellis, Sclerotium e Sclerotinia, reduzindo
o volume de agrotoxico aplicados em diversas culturas,
como feijdo, soja, algoddo, fumo, morango, tomate,
cebola, alho, plantas ornamentais e cacau.

As diferentes espécies de Trichoderma estdo sempre
associadas com as raizes e ecossistema radicular das
plantas, por isso, além do controle bioldgico podem atuar
de forma semelhante aos fungos micorrizicos produzin-
do compostos que podem estimular o crescimento € o
mecanismo de defesa das plantas (Benitez ez. al. 2004).
Um dos mecanismos de agdo biofertilizante deste fungo
pode ser a suplementacao das necessidades nutricionais
das plantas pela solubilizacao de fosfatos (Gravel et. al.
2007, Machado et. al. 2011).

Para uma maior compreensao do potencial de aplicagio
de Trichoderma spp. também como biofertilizante, este
estudo avaliou a capacidade de solubilizacdo de fosfato
in vitro, através da producdo das enzimas fosfatases
(acidas/alcalinas) e alteracao de pH provocada no meio.

MATERIAL E METODOS
Selegdo de isolados de Trichoderma spp.

Foram avaliados 23 isolados de Trichoderma aspe-
rellum (ICBO1, ICB02, ICB03, ICB04, ICB06, ICB07,
ICB08, ICB09, ICB10, ICB11, ICB12, ICB13, ICB14,
ICBI15, ICB16, ICB17, ICB18, ICB19, ICB20, ICB21,
ICB22, ICB23 ¢ ICB24), 1 isolado de Trichoderma
harzianum (ICB05) e 1 isolado de Trichoderma virens
(ICB25). Os isolados pertencem a Micoteca da empresa
ICB BIOAGRITEC Ltda. e foram cedidos pela mesma
para o presente estudo. Todos os isolados foram pre-
viamente coletados de regides agricolas com cultivo de
feijao e historico de uso no controle biologico de doengas
radiculares.

Solubilizagdo de fosfato

O cultivo prévio dos isolados foi realizado em meio
de cultura batata dextrose dgar (BDA) a 28 °C durante 5
dias. Discos de 8,0 mm de didmetro foram retirados das
bordas destas coldnias e entdo transferidos para o meio
de cultura caldo PVK (10 g glicose, 5 g Ca,(PO,),, 0,2 g
NaCl, 0,1 gMgSO,,0,2 gKCl, 0,5 g extrato de levedura,
0,002 g MnSO,, 0,002 g FeSO, ¢ 1000 mL dgua destila-
da) selecionado para o teste de solubilizag@o de fosfato
(Pikovskaya 1948), em frascos de Erlenmeyer com 250
mL de meio. Os frascos foram mantidos em temperatura
de 28 °C sob agitagdo de 140 rpm durante cinco dias. As

avaliacOes foram realizadas em intervalos de 24 h, 72 h
e 120 h apos o cultivo.

Para a determinacdo da concentragdo de fosforo sola-
vel utilizou-se o protocolo de Fiske & Subbarow (1925)
e os resultados foram expressos como concentragdo de
fosfato soltivel em pg.mL".

Determinacdo da concentragao enzimatica da fosfatase

O cultivo prévio foi realizado em meio de cultura
BDA a 28 °C durante 5 dias. Discos de 8,0 mm de dia-
metro foram retirados das bordas destas colonias e entdo
transferidos para o meio de cultura BD, mantidos em
temperatura de 28 °C, sob agitacdo de 140 rpm. Foram
feitas avaliagdes 24 h, 72 h e 120 h apo6s o cultivo. Uma
aliquota de cada amostra foi retirada e centrifugada a
1200 rpm durante 20 min. O processo foi repetido por
duas vezes sempre descartando o precipitado. A concen-
tracdo enzimatica (mmol.mL™') foi avaliada de acordo
com a metodologia de Kersters & DeLey (1971).

A produtividade enzimatica maxima foi calculada pela
através da Equagéo 1:

(1) Pg=Cy/t,

onde,
Py = produtividade enzimatica maxima;

Cj = concentragdo enzimatica maxima,

1, = tempo de produgao.

Determinac¢do do tipo de fosfatase produzida

Para determinacao do tipo de fosfatase produzida (aci-
da ou alcalina), os isolados foram inoculados em meio de
cultura salino (Nahas et. al. 1994) contendo 1 g citrato de
sodio, 1 gNH,CI, 0,2 gKClI, 1,2 g MgSO,, 0,1 g CaCl,,
10 g glicose, 0,5 g extrato de levedura, 1,5 % (p/v) agar,
1000 mL agua destilada. O pH do meio foi ajustado para
5,6. As placas foram incubadas a 28 °C pelo periodo de
72 h. A diferenciag@o entre o tipo de fosfatase produzida
foi determinada pelo método de Nahas (2002).

Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata
e os valores foram expressos como a média entre elas. Os
dados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA),
com nivel de significancia de 5 % e as médias compara-
das pelo teste de Tukey. As andlises de correlagéo foram
efetuadas, calculando-se a equagdo de regressdo e o coe-
ficiente de correlagao linear (r). O software utilizado para
todas as analises estatisticas foi o Statistica 7.0 (Statsoft).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Solubiliza¢do de fosfato

O uso de fungos solubilizadores de fosfato ¢ uma
estratégia biotecnologica promissora para o manejo de
fosforo no solo, uma vez que permite a utilizacdo de
fosfatos insoluveis, como o fosfato de rocha ou a recu-
peracdo de fosforo indisponivel, fixo em particulas do
solo (Mendes et. al. 2014).
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Este trabalho demonstrou a capacidade de isolados de
3 diferentes espécies de Trichoderma na solubilizagao
de fosfato de calcio em meio PVK. Diferentes meios de
cultura para solubilizagao de fosfato vém sendo testados
por diversos autores (Nautiyal 1999, Silva-Filho & Vidor
2000, Pradhan & Sukla 2005, Rawat & Tewari 2011).
Todos os isolados de Trichoderma testados mostraram
crescimento micelial em meio PVK. A eficiéncia do
meio PVK em comparagdo com outros meios de cultura
liquidos, incluindo os meios AYG, NBRIP ¢ NBRIY,
foi comprovada por Pradhan & Sukla (2005). Um dos
fatores que pode facilitar o isolamento e selegdo de
microrganismos solubilizadores de fosfato neste meio é
a presenca do extrato de levedura e glicose no meio, o
primeiro deles ¢ utilizado pelos fungos como fonte de
nitrogénio, o que seria um diferencial em relacdo aos
demais meios testados (Pradhan & Sukla 2005, Souchie
et. al. 2006, Souchie et. al. 2007).

A concentragao de fosfato solubilizado aumentou gra-
dualmente no periodo avaliado para todos os isolados,
com excegdo do isolado ICB21 que diminuiu apds 120 h
de cultivo, entretanto, essa diferenca nao foi considerada
significativa (p < 0,05) (Tab. 1). O aumento inicial na
concentragdo de fosfato solivel no meio seguido por
uma diminui¢@o gradual com o decorrer do experimento
¢ um fato recorrente e observado por diversos autores
(Nautyial 1999, Kapri & Tewari 2010, Oliveira et. al.
2012). A redug@o na concentragdo de fosfato solivel
no meio, pode ser correlacionada com o sequestro do
nutriente pelo micélio do fungo para ser liberado de uma
forma facilmente disponivel quando proximo das raizes
das plantas, ap6s a lise do micélio com a senescéncia do
fungo (Kapri & Tewari 2010).

A concentracdo de fosfato soluvel no meio ndo apre-
sentou diferenca significativa (p < 0,05) entre os tempos
analisados para os isolados ICB02, ICB09, ICB20, ICB21
e ICB25 (Tab.1), para os demais isolados o periodo de 72
h de cultivo foi suficiente para alcangar resultados signifi-
cativos (p <0,05) na concentracdo de fosfato soltivel em
meio PVK. Kapri & Tewari (2010) também observaram o
aumento na concentragdo de fosfato soluvel apos 72 h de
cultivo de Trichoderma spp. em meio NBRIP, mostrando
o elevado potencial deste fungo em solubilizar fosfato
inorganico, que poderia ser posteriormente utilizado pelo
fungo em processos celulares.

Apo6s 24 h de cultivo, a concentragdo de fosfato soltivel
presente no meio PVK variou de 0,78 a 6,52 ug.mL"' en-
tre os tratamentos com inoculacdo (Tab.1), sendo que os
isolados ICBO1, ICB02, ICB03, ICB05, ICB13, ICB14,
ICB18, ICB23 e ICB25 nao apresentaram diferenca sig-
nificativa (p < 0,05) em relacdo ao controle. Os demais
isolados apresentaram solubilizagdo superior (p < 0,05)
ao controle testado. Os isolados ICB07, ICB0S, ICB09,
ICB12 e ICB21 apresentaram as maiores concentragoes
(» <0,05) de fosfato soluvel neste periodo.

A concentrac¢do de fosfato solivel presente no meio
PVK varioude 1,16 a 7,75 pg.mL" apds 72 h de cultivo
(Tab. 1). Nesse momento, os isolados ICB02 e ICB25

nao apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) em
relag¢do ao controle. Os isolados ICB07, ICB08, ICB09,
ICB12 ¢ ICB21 também solubilizaram as maiores con-
centragdes (p < 0,05) de fosfato neste periodo.

Na avaliagdo realizada ap6s 120 h de cultivo, a con-
centra¢do de fosfato de calcio soluvel no meio testado
varioude 2,02 9,07 ug.mL" (Tab. 1). Os isolados ICBO06,
ICB07,1CB08, ICB09 e ICB12 solubilizaram as maiores
concentragdes (p < 0,05) de fosfato no meio de cultura
PVK neste periodo, enquanto os isolados ICB02 e ICB25
nao diferiram do controle.

O isolado ICBOS apresentou a melhor atividade de so-
lubilizacdo, uma vez q apresentou a maior concentragao
de fosfato soluvel no meio de cultura desde a primeira
avaliacao, em 24 h apds o cultivo, mantendo esse padrao
em 72 h e 120 h de cultivo (Tab. 1).

A capacidade de Trichoderma spp. atuar como agente
de biocontrole ¢ um fato comprovado por uma ampla
gama de autores (Howell 2003, Benitez et. al. 2004,
Bae et. al. 2009, Carvalho et. al. 2011). Assim, além de
atuar na disponibiliza¢do de nutrientes para as plantas,
promovendo o seu crescimento, a capacidade de solu-
bilizar nutrientes do ambiente esta correlacionada com
0s mecanismos que atuam no controle biologico, como
a competi¢do (Howell 2003, Benitez et. al. 2004, Berg
2009). Altomare et. al. (1999) relatam a possibilidade de

Tabela 1. Solubilizagdo de fosfato de calcio (10 g.L') em meio PVK
por isolados de Trichoderma spp. em diferentes intervalos de tempo'.

Concentraciio de fosfato solubilizado (ng.mL™")

Isolados 24 L 2 o
ICBO1 1,52¢cH 2,82:bGHI 4,0796H
ICB02 0,78 1,162 2,000
ICB03 1,800AcH! 3,6(2ErcH 5,273GERGH
ICB04 2,96PPEFGH 4,1 8bEFG 5,672PEFG
ICBOS5 1,87vaH 3,64EFGH 5,894CDEFG
ICB06 4,3(PBCDE 5,532bBCDE 7,2 3#ABCDE
ICB07 4,8(bABCD 6,4 12bABC 8,019AB
ICB08 6,524 7,75%A 9,07
ICB09 5,748 6,552ABC 7,593ABCD
ICB10 3, 14bbEFGH 4,2 (bDEFG 5,5730EFG
ICB11 2,9 5bPEFGH 4,0 82bEFG 5,70#DEFG
ICB12 4,86ABCD 6,282bABCD 7,8004BC
ICB13 1,670GH! 2,650GH 4,74avn
ICB14 2,13braH 3,4 ]bFGH 5,1 6eEFGH
ICB15 2,88LPEFGH 3,87ebEFGH 5,204EFGH
ICB16 2,54bEFGH 4,082bEFG 5,3 GAEFGH
ICB17 2,64PEFGH 3,960EFGH 5, 3Q4EFGH
ICB18 2,04bcnt 3,4 ]bFGH 5,03FGH
ICB19 2,650EFGH 4,1 QabEFG 5,502DEFG
ICB20 3,4(3CPEFG 4,552CDEFG 5,0 79EFGH
ICB21 5,419ABC 7,03048 5,66DEFG
ICB22 3,1 6PPEFGH 4,0 ebEraH 5, 379G
ICB23 2,29PEFGHI 3,98ubEFGH 5,07¢FGH
ICB24 4,1 6PBEDEF 5,3 3bBCDEF 6,59BCDEF
ICB25 1,75GH 1,960 3,44aM

Controle 0,35¢ 0,36 0,36

1. Médias seguidas da mesma letra minuscula ndo diferem entre si na
linha e médias seguidas da mesma letra maiuscula ndo diferem entre
si na coluna pelo teste de Tukey 5%.
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um isolado com elevado potencial de solubilizag¢do de
fosfato atuar na supressao de patdégenos de solo, como
Pythium e Rhizoctonia, que sdo incapazes de solubilizar
este nutriente do solo, devido a alta eficiéncia e compe-
titividade.

Muitos microrganismos podem mobilizar fosforo a
partir de fosfatos inorganicos simplesmente pela reducao
do pH que ocorre como resultado da atividade metabolica
(Wakelin et. al. 2004). Segundo Mendes et. al. (2014) a
acidificacdo do meio ¢ um dos mecanismos efetivos na
solubilizagdo, especialmente para Ca,(PO,),. A exsudagdo
celular de H'" para o balango da absorgdo de NH, " pode
reduzir o pH das solugdes e propicia o aumento de algu-
mas formas de fosfato de célcio (Asea et. al. 1988). Além
disso, a produgdo de acidos organicos pelos fungos tam-
bém pode ser um mecanismo responsavel por acidificar
o meio (Rudresh et. al. 2005). Todos os isolados testados
neste experimento reduziram o valor do pH em relagdo
ao pH inicial do meio apos 120 h (p < 0,05) (Tab. 2). O
pH variou entre 6,0 a 4,1 no intervalo de tempo de 0 até
120 h de cultivo. Estes valores de pH estdo em acordo
com os resultados encontrados por Illmer & Schinner
(1995), Kapri & Tewari (2010) e Oliveira et. al. (2012).

Em analise de correlacao entre os melhores resultados
de solubilizagdo de fosfato e o pH do meio, demonstrou-

Tabela 2. pH do meio PVK, apds a inoculagdo de isolados de
Trichoderma spp. em diferentes intervalos de tempo'.

Isolados pH do meio
Inicial 24 h 72 h 120 h
ICBO] 6,0aA 5’90A 5,3bCDEFG S,ObCDEFG
ICB02 6’OaA 6’OaA 5’3bDEFG 4’8cDEFG
ICB03 6,02\/\ 6’021A 5,2bEFGH 479hDEFG
ICB04 6,08[\ 5’88A 5,1bl"Gll 4’9b[)EFG
ICBO05 6,04 63 5,3bDEFG 4,QbCDEFG
ICB06 6,04 6,0 4,9vant 4,6%6H
1CB07 6,04 5,9 5,74bABC 5,408
ICB038 6,04 5,84 4,6 4,30H
ICB09 6,0 5,8 5,0v¢H 4, 8PEFG
ICB10 6,0 5,934 5, 1bFGH 4,QbCDEFG
ICB11 6,04 6,0 5,948 5,30B¢
ICB12 6,04 5,84 5,0bcH 4,6braH
ICB13 6,0 5,94 5,3bCDEFG 4 ,QbCDEFG
ICB14 6,04 5,8 5,006H 4,661
ICB15 6,0“A 5’9aA 5’2bDEFG 4,9hCDEFG
ICB]6 6’08/\ 6’OaA 5’4bC[)H‘ S’OC(TI)EFG
ICB17 6,0 5,94 4,800 4,661
ICBI18 6,0 5,9 4,4% 4,1
ICB19 6,04 5,94 5,2bEFGH 4,7¢F6H
ICBzO 6’08/\ 6,08A 5,6“\ABCI) 5’2bB(TI)F.
ICB21 6,0&/\ 5’8(1/\ 5,3bCDEFG 5,0bBCDEF
1CB22 6,0 5,94 5,0b¢H 4,3
1CB23 6,04 6,0 5,5bBCDE 5,20BCD
1CB24 6,04 5,94 5,0v¢H 4,4t
ICB25 6,0&/\ 5’9(1/\ S’SbBCDEF S,OCBCDEF
Controle 6,0 6,0 6,0 6,1

1. Médias seguidas da mesma letra minuscula ndo diferem entre si na
linha e médias seguidas da mesma letra maitiscula ndo diferem entre
si na coluna pelo teste de Tukey 5%.

se que existe correlacdo negativa entre as varidveis
(Fig. 1). Kpomblekou & Tabatabai (1994) sugerem que
microrganismos que tendem a reduzir o pH do meio
durante o seu crescimento sdo eficientes na solubilizagao
de fosfato. Rawat & Tewari (2011) demonstraram que
Trichoderma spp. podem crescer e solubilizar fosfato
de forma eficiente tanto em meio acido quanto alcalino.
Este fato demonstra que a acidificagdo do meio por
Trichoderma spp. pode ndo ser o Gnico mecanismo
envolvido na solubilizagdo de fosfatos para este fungo.

Determinacdo da concentragdo enzimatica da fosfatase

O teor de fosfato soluvel encontrado em ensaios de
inocula¢do com microrganismos solubilizadores também
pode decorrer da atividade das fosfatases em liberar fosfa-
to de origem orgéanica (Nahas 1991). Inimeras fosfatases
sdo reconhecidas por sua habilidade em hidrolisar mono
ou diésteres fosforicos (Feder 1973). As fosfatases com-
preendem um amplo grupo de enzimas fitases, nucleases
e fosfolipases, podendo formar no final do processo de
hidrédlise, fosfomonoesteresases (Pang & Kolenko 1986).
Em média 10 % dos fungos, além de solubilizadores,
possuem também atividade das fosfatases acida e alcalina
(Nahas et. al. 1994).

Todos os isolados testados neste experimento apresen-
taram crescimento micelial em meio BD. As maiores con-
centragdes enzimaticas sdao obtidas a partir de 72 h apds
o cultivo para a maioria dos isolados, com excegdo dos
isolados ICB17 e ICB25, que ndo demonstraram variagao
significativa na concentragdo enzimatica no intervalo de
tempo testado (p < 0,05) (Tab. 3). Os melhores resulta-
dos para produgao de fosfatase acida e alcalina em meio
PVK foi obtida por Kapri & Tewari (2010) no intervalo
de 72 h. Segundo estes autores, o declinio na atividade
das fosfatases apos esse periodo ¢ devido a inibigdo das
enzimas pela completa dissolugdo de fosfato de calcio
no meio de cultura.

Ap06s 24 h todos os isolados produziram concentragdes
semelhantes das enzimas fosfatases, ndo apresentando
diferenga significativa (p < 0,05), variando de 3,45 a
25,60 mmol.L! (Tab. 3). As concentragdes variaram entre
4,09 e 179,69 mmol.L"! quando considerado o tempo de
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Figura 1. Relacao entre a solubilizagio de fosfato com o pH do meio
para os isolados ICB07, ICB08, ICB09, ICB12 ¢ ICB21. Equacéo de
regressdo: y = - 94,01x + 576,62, r = - 0,72". * Correlagdo negativa
significativa (p < 0,05).
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72 h (Tab. 3). O isolado ICB18 obteve a maior produgao
enzimatica (179,69 mmol.L"), diferindo significativa-
mente dos demais isolados testados (p < 0,05), enquanto
os isolados ICBO1, ICB02, ICB03, ICB04, ICB06, ICB
07, ICB0S8, ICB09 ¢ ICB24 produziram as menores
concentragdes enzimaticas.

No intervalo de 120 h ap6s a inoculagio, as concentra-
¢Oes enzimaticas variaram de 51,12 a 239,88 mmol.L"!
(Tab. 3). O isolado ICB03 produziu a maior concentragdo
enzimatica, enquanto os isolados ICB01, ICB06, ICBOS,
ICB09, ICB10, ICBI11, ICB12, ICB13, ICB14, ICBI15,
ICBI16, ICB17, ICB19, ICB20, ICB21, e I CB25 foram
os que produziram as menores concentragoes.

Para a determinacdo da produtividade enzimatica
maxima, foram utilizados na Equacdo 1 os valores das
concentragdes referentes aos isolados ICB18 em 72 h e
do isolado ICB03 em 120 h, que apresentaram as maiores
concentragcdes enzimaticas entre os isolados testados.
Com o quociente de 2,49 mmol.L".h!, o isolado ICB18
em 72 h foi considerado a maior produtividade enzima-
tica neste experimento.

Os resultados obtidos neste experimento indicam o
potencial de isolados de Trichoderma spp. produzirem
enzimas que possam atuar na solubilizac¢do de fosfatos.

Tabela 3. Produgdo de enzimas fosfatase em meio BDA e tipo de
fosfatase produzida por isolados de Trichoderma spp. em diferentes
intervalos de tempo' e tipo de fosfatase produzida.

Concentracio de fosfatases

Isolados (mmol.mL") Fosfatase
produzida
24 h 72 h 120 h
ICBO1 3,93bA 19, (20bCDEFGH 58 99a6H  Acida/Alcalina
ICB02 17,58 5,94%GH  101,60*PFFS Acida/Alcalina
ICB03  4,41%A 8,59bFaH 239,88%"  Acida/Alcalina
ICB04  3,45%A 34 (7°BCOEFGH 184 9938  Acida/Alcalina
ICB05 25,60 67,49 106,66°PFF Acida/Alcalina
ICB06 7,86 10,27PEFGH 64 442FGH Alcalina
ICB07 10,99 4,090 145,10*5¢  Acida/Alcalina
ICBO8  5,86Y*  13,16PPFFGH 76 643FFGH  Acida/Alcalina
ICB09  11,48PA 44 2DebBCDEFGH (3 4()2FGH Acida
ICBI0 6,18  50,56%BCPEF 78 8QaEFGH  Acida/Alcalina
ICB11 7,867 77,69 63,322761  Acida/Alcalina
ICB12  5,54%A  50,56BCPEF  6(,27%61  Acida/Alcalina
ICBI3  12,44°" 53 05%BCDE g ]4aEFGH Acida
ICB14  3,53b%A  48,23BCDEFG 53 9311 Acjda/Alcalina
ICB15 8,67 54,65%BCD 78 894EFGH  Acida/Alcalina
ICB16 7,700 54,65BC0 64,77°FSH  Acida/Alcalina
ICB17  22,47* 49 3G"BCDEFG 65 7233FGH Acida/Alcalina
ICB18 24,240 179,694 138,76®  Acida/Alcalina
ICB19  9,31%A 49 60BCPEF ) 933EFGH  Acida/Alcalina
ICB20 10,83 65,33 60,992GH Alcalina
ICB21  10,75°% 48 ,07%BCEFG 56 3420 Acida/Alcalina
ICB22 10,03 66,9348 118,22°¢PE Acida/Alcalina
ICB23 19,26 60,67%5C  114,36%CPE Alcalina
ICB24  20,06° 42,29YBCDEFGH 1471 7328CD Acida/Alcalina
ICB25 16,21 54,5738 51,12%H Acida

1. Médias seguidas da mesma letra minuscula ndo diferem entre si na
linha e médias seguidas da mesma letra maiuscula ndo diferem entre
si na coluna pelo teste de Tukey 5%.

Aseri et. al. (2009) compararam a atividade enzimatica
de Trichoderma sp. com Aspergillus sp., Penicillium
sp. € Pseudeurotium sp. e comprovaram produtividade
superior de fosfatase acida e fosfatase alcalina por este
fungo. Os mesmos autores ainda indicaram que a ativi-
dade média da fosfatase 4cida intracelular foi duas vezes
maior do que a secrecdo de fosfatase acida extracelular
por unidade de peso seco.

Quando considerados os melhores resultados para a
solubilizagdo de fosfato (ICB07, ICB08, ICB09, ICB12
e ICB21) em correlagdo com os valores da concentragio
de fosfatases produzida por estes isolados, foi possivel
verificar uma correlacdo moderada entre as variaveis
(Fig. 2).

Foi possivel identificar o tipo de fosfatase produzida
por todos os isolados testados. Entre os isolados testados,
76 % produzem tanto fosfatase acida quanto fosfatase
alcalina, 12 % produzem apenas fosfatase alcalina
(ICB06, ICB20 ¢ ICB23) ¢ 12 % dos isolados (ICB09,
ICB13 e ICB25) produzem apenas fosfatase acida (Tab.
3). Embora as concentragdes de fosfatases acida e alcalina
ndo tenham sido mensuradas, Nahas et. al. (1994) cons-
tataram que fungos produzem maiores concentragdes de
fosfatases acidas, enquanto bactérias produzem maiores
concentracdes de fosfatases alcalinas.

CONCLUSOES

Os isolados de Trichoderma spp. testados tem o
potencial para solubilizar fosfato, indicando a possivel
recomendagdo como biofertilizante.

Ficou caracterizada a existéncia de uma variagao nos
resultados na relagdo eficiéncia x tempo, assim, pode-se
concluir que um “mix” de isolados de Trichoderma pode
ter acdo mais ampla e, portanto, apresentar resultados
com maior eficiéncia na solubilizag¢do de fosfatos.

Diferentes mecanismos estio envolvidos na solubiliza-
¢ao de fosfato de calcio por isolados de Trichoderma spp.

O isolado ICBI18 (T. asperellum) apresentou a maior
atividade enzimatica e foi capaz de produzir fosfatases
acidas e alcalinas.

160
140 *

Concentracéo fosfatases
(mmol.mL™")

_ A
N D OO 0O ODN
O O O o o o

o
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Concentragao fosfato soltvel (ug.mL")

Figura 2. Relagdo entre a solubilizagdo de fosfato e concentracao de
fosfatases para os isolados ICB07, ICB0S8, ICB09, ICB12 ¢ ICB21.
Equagdes de regressdo: (A): y = 19,587x — 89,50, r = 0,63". * Corre-
lagdo negativa significativa (p < 0,05).
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