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RESUMO

O semiéarido é uma regido notavelmente rica em biodiversidade e ber¢co de organismos
com caracteristicas particulares de sobrevivéncia a situacfes adversas. Apesar disso
ainda had uma lacuna a ser explorada no que diz respeito a microrganismos capazes
de serem usados em aplicacBes biotecnoldgicas na agricultura. Dentre estes, as
actinobactérias com sua reconhecida capacidade de produzir multiplos metabdlitos
secundarios ganham destaque na formulacdo de biofertilizantes. O objetivo desse
estudo foi analisar a capacidade de 36 cepas de actinobactérias provenientes do
semiarido cearense no que diz respeito a capacidade de producédo de acido indol
acético e solubilizacdo de fosfato, ambos importantes para a promocédo do
crescimento vegetal. Os isolados foram analisados quanto a solubilizacéo de fosfato
nos meios solidos Pikovskaya e Katznelson e Bose e método colorimétrico usando o
Cas(POa4)2 como fonte de fosfato insoltvel. Para medir a capacidade das bactérias
produzirem AlA foi usado método colorimétrico com acido indol acéticocomercial como
referencial. Os testes em placa se mostram com uma menor precisao em comparacao
ao teste quantitativo, foram detectadas 23 cepas capazes de solubilizar fosfato no
meio KB e 18 no meio PVK com valores de indices enzimaticos variando de 1,06 a
1,57 e 1,11 a 1,84 respectivamente. Numeros esses discrepantes do total de 30 cepas
solubilizadoras detectadas com o método colorimétrico com a quantidade de fésforo
solubilizado entre 1,25 e 37,18 yg.mL. J& no que diz respeitoa producéo de AlA 29
bactérias apresentaram essa habilidade variando a concentracdo entre 0,54-6,37
ug.mL?. O presente trabalho contribui para a averiguacdo das actinobactérias com
potencial biotecnoldgico para atuacao como rizobactérias promotoras de crescimento
de plantas. E, por meio deste, concluiu-se que as actinobactérias do semiarido

apresentam potencial para uso na formulacéo de biofertilizantes.

Palavras-chave: acidos organicos; colorimetria; solubilizacdo; fitohorménio; auxina;

fosforo.



ABSTRACT

The particular semi-arid region is remarkably rich in biodiversity and is home to
organisms with survival characteristics in adverse situations. There is still a gap to
be explored, despite not having the ability to be tested in biotechnological
applications in agriculture. Among these, actinobacteria with their recognized ability
to produce secondary metabolites as a highlight of biofertilizers. The objective of this
study was to analyze the capacity of 36 strains of actinobacteria from the semi-arid
region of Ceara with regard to the production capacity of indole acetic acid and
phosphate solubilization, both important for the promotion of the plant. The isolates
were analyzed for phosphate solubilization in Pikovskaya and Katznelson and Bose
solid media and colori method using Caz(POa). as a source of insoluble phosphate.
To measure the ability of bacteria to produce AlA, the colorimetric method was used
with commercial indole acetic acid as a reference. The examples show with a lower
precision compared to the tested ones, 23 were prepared in phosphate plate and 18
in PVK medium, solving values from 1.06 to 1.5 and 1.11 to 1.84 respectively.
Outliers from the total of 3 solubilizer numbers as produced with the colorimetric
method with the amount of phosphorus between 1.25 and 37.18 ug.mL. With
regard to the production of AIA 29, the trend was this variation in concentration
between 0.54-6.37 pg.mL*. The present work contributes to the investigation of
actinobacteria with biotechnological potential to act as plant growth-promoting
rhizobacteria. And, through this, it was concluded that actinobacteria from the

semiarid region have potential for use in the formulation of biofertilizers.

Keywords: organic acids; colorimetry; solubilization; phytohormone; auxin;
phosphorus.
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1. INTRODUCAO

Actinobactérias compdem um filo de bactérias Gram-positivas que estao
espalhadas pelos mais diversos ambientes aquaticos e terrestres, visto como um dos
mais diversos grupos de microrganismos com um genoma rico em guanina e citosina
(DORIS et al.,, 2020). Sao consideradas uma das linhagens mais antigas de
procariotos com uma grande diversidade morfolégica como bastonetes, cocos e
cocobacilos; com ramificagdo do micélio, producao de pigmentos e esporulacdo como
caracteristicas (LAW et al., 2020). Os membros deste filo podem ser classificados em
diferentes géneros: Actinomyces, Mycobacterium, Nocardia, Bifidobacterium e
Streptomyces; o filo das actinobactérias compreende 46 ordens, 79 familias e 425
géneros (SALAM et al., 2020).

Um clima predominantemente quente e seco e com chuvas escassas
compdem as condicbes restritvas do semiarido brasileiro que limitam o
desenvolvimento de muitos microrganismos. Esse ecossistema determina as
caracteristicas diferenciadas das espécies que se desenvolvem nesse cenario. Como
as actinobactérias que estdo presentes em larga escala e grande diversidade,
principalmente na microbiota do solo (MEDEIROS, 2018; DE OLIVEIRA et al., 2020)
e podem ser Uteis para melhorar o crescimento de plantas sob condi¢Ges adversas,
aliviando o estresse abiotico (BONATELLI et al., 2021).

Dentro dessa populacdo microbiana do solo, principalmente os
microrganismos rizosféricos (interface raiz-solo), sdo umas das principais fontes
bidticas para o crescimento e desenvolvimento vegetal (ARAUJO et al., 2008). Nesse
cenario, destaca-se o uso das actinobactérias para a producdo de fito horménios,
enzimas, sideroforos e antibidticos (MEIJ et al. 2018; BAHRAMI et al., 2022; ASSAD
et al.,, 2021; SALWAM e SHARMAN, 2018); também para a mineralizacdo e
solubilizacdo de minerais e mobilizacdo de nutrientes presente no solo (SOUMARE
et al., 2021; BOUBEKRI et al., 2021; MITRA et al., 2022).

Nesse cenario, podemos destacar as actinobactérias solubilizadoras de
fosfato e as produtoras de acido indolacético como importantes fontes de estudo
(NAFIS et al., 2019; HAMIM et al., 2019; MITRA et al., 2022; SANTOS, 2019). O uso

desses microrganismos como biofertilizantes pode ser potencializado com a ajuda da

biotecnologia, através do uso de engenharia genética e metabdlica para melhorar o
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desempenho de estirpes que ja possuem um bom potencial natural e resisténcia a
condicoes adversas (LI et al.,, 2019; HORBAL, SIEGL e LUZHETSKYY, 2018;
YARADODDI et al., 2021).

A comercializacao industrial de biofertilizantes so teve seu inicio em 1920,
com o uso de bactérias fixadores de nitrogénio (SUNDH, GIUDICE e CEMBALO,
2021); E em 2019 o mercado de biofertilizantes atingiu cerca de 1,57 bilhdo de ddlares
(SOUMARE et al., 2020). E segundo estimativas feitas pela Mordor Intelligence (2022)
esse mercado global deve apresentar uma taxa de crescimento anual composta de
12,1% entre os anos de 2022 a 2027.

A biotecnologia microbiana abre portas para a descoberta de novas cepas
e formulacbes eficazes para promocao do desenvolvimento vegetal com reduzido
custo e impacto ambiental. O largo espectro de atuacao desses microrganismos aliado
as diversas abordagens e técnicas da Biotecnologia apontam o potencial presente
nessa area (LOPES et al., 2021; MENDONCA, et al., 2020). Genbmica,
metaprotedmica e nanotecnologia sao exemplos de aliados dessa area de pesquisa
(BONALDI 2021; 1JAZ et al.,, 2019; KUMARI et al., 2019; MANOJ et al., 2020;
O’CALLAGHAN et al., 2001).

Grandes aliados da microbiologia nesse ambito séo as bactériaspromotoras
de crescimento de plantas, que quando presente na rizosfera ou na superficie da raiz
da planta sdo denominadas rizobactérias promotoras de crescimento de plantas
(RPCP). Com uma ampla variedade de caracteristicas de interesse para uso na
agricultura como uma abordagem mais sustentavel (CAVALCANTE et al., 2022).

Nesse contexto, considerando a rica biodiversidade do semiarido aliada
com a capacidade das actinobactérias produzirem diversos metabdlitos secundarios,
0 objetivo deste trabalho é validar a hipétese de que as actinobactérias do semiarido

sdo produtoras de acido indol acético e solubilizadroas de fosfato.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Rizobactérias Produtoras de Crescimento e a Biotecnologia Vegetal

A demanda por comida €é uma preocupacdao global que cresce
constantemente e aliada aos problemas climaticos atuais se torna um dos focos de
estudo para a area da biotecnologia vegetal. As probleméaticas como o aumento da
contaminacao do solo por metais pesados (cadmio, niquel e zinco, por exemplo) e 0
maior uso de agroquimicos em plantacGes agricolas que leva a deterioracdo do solo
e perda da sustentabilidade ecoldgica serviram como incentivo para os estudos sobre
microorganismos benéficos para o meio ambiente, as rizobactérias promotoras de
crescimento vegetal (KUMAR, et al., 2019).

Pode-se definir as rizobactérias promotoras de crescimento de plantas
(RPCP) com uma classe de bactérias que colonizam ativamente a zona radicular das
plantas e que sdo capazes de melhorar seu desenvolvimento e sua produtividade por
multiplas formas (WU et al., 2012). E ainda podem ser divididas nas que vivem no
ambito extracelular (rizosfera, rizoplano ou entre células radiculares) e intracelular (nas
estruturas nodulares especializadas das células da raiz) (BUBANZ, 2018).

Essa classe de bactérias possui varias caracteristicas de interesse
identificadas: tolerancia a estresse salino, degradacao/tolerancia a pesticidas,
desintoxicacdo de metais pesados, controle biologico de patdgenos, producao
metabolitos secundarios como fitohormonios, sideréforos, antibidticos producéo de
amonia, capacidade de fixar de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato e potassio, etc
(PRASAD, et. al., 2019; ODOH, et. al., 2017). No geral, as RPCPs podem atuar como
biocontroles, biofertilizantes, bioestimulantes rizorremediadores e biopesticidas
(Somers, et. al., 2004).

Esses microorganismos sdo fortemente afetados pelas interacdes
existentes com o solo, a microfauna do meio e com as plantas desse ambiente. E uma
importante fonte nutritiva dessas bactérias se encontra nos exsudados provenientes
das raizes, como: acucares, aminoacidos, acidos organicos, vitaminas etc; que atuam
estimulando o metabolismo dessa microbiota e a interacdo com o sistema radicular
(KUMAR et al., 2017; PRASAD et al., 2019).

A eficacia do uso de RPCP se relaciona com o tempo de sobrevivéncia do

organismo no solo, da sua capacidade de lidar com condi¢Ges adversas de pH e
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temperatura, por exemplo, e capacidade de manter seu metabolismo funcionando sem
comprometer as funcdes pelas quais ele foi inserido naquele ambiente (HOYQOS,
2018). Nesse contexto, o0 uso de cepas provenientes de biomas como a Caatinga séo
importantes pela sua grande versatilidade metabodlica (CARVALHO, et. al., 2016).

Sao inimeras as técnicas e abordagens que permitem hoje um estudo mais
preciso e aprofundado desses microrganismos e seu potencial de uso. Como as
derivadas da PCR: PCR quantitativa (JIAN et al. 2020), gel de gradiente desnaturante
(KAYASHIMA, 2021), sequenciamento em larga escala da regido 16S rRNA (GOU et
al. 2020); que exploram as relacdes e interagdes entre o habitat e 0s microrganismos
(RODRIGUES, 2019).

Esses avancgos tecnoldgicos possibilitaram estudos aprofundados como a
taxonomia baseada no genoma completo de um microrganismo, modificacdes de vias
biossintéticas, edicbes genbmicas precisas e producdo melhorada para fins
especificos (SALWAN e SHARMA, 2020; ARULPRAKASAM e DHARUMADURAI,
2021).

2.2 Bactérias Solubilizadoras de Fosfato

O fosforo (P) € um dos macronutrientes mais importante para o crescimento
das plantas, tendo funcdes tanto na estrutura quanto no metabolismo vegetal. Esta
presente na constituicdo dos acidos nucleicos, nos fosfolipidios da membrana celular,
sintese proteica e contribui para a tolerancia a doencas, formacdodas sementes e
alongamento das raizes (KOUR et al., 2019). E também um dos nutrientes mais
limitantes do processo de crescimento vegetal e normalmente é o mineral limitante
para a producdo de biomassa no meio ambiente (YADAV et al., 2018).

A utilizacdo desse nutriente ndo depende apenas da quantidade em queesta
presente no solo, mas também da disponibilidade em que se encontra no solo.Pode
assumir formas como fosforo inorganico insoltavel e fosforo organico insolavel,sendo a
maior parte que se encontra fixada no solo ndo sendo disponivel para as plantas
(BEHERA et al., 2013). A deficiéncia de fosfato pode acarretar na atrofia e morte de
caules e folhas e comprometer a maturacdo dos frutos. Quando esse nutriente é
aplicado diretamente no solo podem ser rapidamente imobilizados e inacessiveis para
a planta (YADAV et al., 2018).

As rizobactérias promotoras de crescimento de plantas tém sido

amplamente exploradas para uso em aplica¢6es biotecnoldgicas em vérias areas



5

como biofertilizantes, fito estimuladores e biorremediadores dependendo do seu modo
de acdo nas praticas agricolas; essas estratégias podem funcionar de formaaliada,
uma so bactéria pode prover a reducao de acumulo de organofosforados mas também
promover o desenvolvimento vegetal em aspectos qualitativos (NATHIYA et al., 2020).

Essa classe de bactérias pode atuar de maneiras diferentes, direta ou
indiretamente. Através do mecanismo direto as bactérias sintetizam compostos que
serdo incorporados pela planta, como os fitohormonios, ou por meio da facilitagdo da
absorcao desses nutrientes presentes no meio (KAUR et al., 2016). Producdo de
auxinas, excrecdo de amonia, solubilizacédo de fosfatos e producéo de sideréforos séo
alguns exemplos desse tipo de atuacdo. Ja o mecanismo indireto se da por meio da
diminuicdo ou do bloqueio dos efeitos deletérios de fitopatbgenos, induzindo
resisténcia ou produzindo substancias antagonistas.

A agricultura sustentavel necessita do uso de estratégias para aumentar a
taxa de producao agricola enquanto reduz os danos para o ambiente ea saude humana
(YADAV, et al.,, 2018). Esse cenario levou ao desenvolvimento de estratégias
alternativas, dentre essas, 0 uso de microrganismos benéficos do solo como as
bactérias solubilizadoras de fosfato que podem atuar como biofertilizantesé uma area
gue esta recebendo grande destaque (Kour et al., 2019).

Vale ressaltar que existem diferentes meios desses microrganismos
tornarem o fésforo disponivel no solo, seja através da mineralizacdo ou da
solubilizac&o. A primeira abordagem esta relacionada a atividade enzimatica (atuacao
de fosfatases, no geral) e a segunda é atribuida ao metabolismo de acidosorganicos
excretados e a diminuicdo do pH (SILVA, 2019). As plantas e osmicrorganismos
absorvem, majoritariamente, o P que se encontra no solo na formainorganica (HPO 2
ou H2PO#%) (NOVAAIS, SMYTH e NUNES, 2007).

As RPCP solubilizadoras de fosfato, em especial, podem ser Uteis para
varias finalidades além do uso como biofertilizantes, como: aumento da produtividade
na area de aquicultura, por meio da estimulacdo da vegetacdo de fitoplanctons e
desenvolvimento de zooplanctons; producdo deacidos organicos(acido glicdlico,
citrico, latico etc), sendo o principal mecanismo demineralizacdo do fosforo presente
no solo; e na fitorremediacédo sendo usado paramelhorar a bioavaliacao e fitoextracao
de Cadmio, por exemplo (BEHERA et al. 2013).

2.3 Bactérias Produtoras de Acido Indol Acético (AIA)
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As RPCP sao caracterizadas por estarem presente, em sua maioria, na
rizosfera em associagdo com as raizes, nas suas superficies ou mesmo vivendo livres
pelo solo, e sdo responsaveis por influenciar no crescimento vegetal de maneira direta
ou indireta (BHARUCHA, et al., 2013).

Essas bactérias sdo capazes de produzir fitohormbnios como acido
indolacético, citocininas, giberelinas e inibidores de etileno. Dentre a variedade de
auxinas, a forma de &cido indol-3-acético € a mais comum delas sendo responsavel
pelo alongamento, divisdo e diferenciagao celular, entre outras respostas de curto e
longo prazo nas plantas (KAUR et al., 2016). Uma das rotas de producéo desse acido
usa o triptofano como precursor e esse processo permite a desintoxicagdo do excesso
desse composto e seus analogos que podem atuar de maneira deletéria na célula
bacteriana.

As auxinas produzidas pelas bactérias podem influenciar nesses processos
vegetais pela alteracdo da reserva de auxinas da planta. Isso depende nédoso6 da
guantidade de AIA produzida, mas também da sensibilidade do tecido para mudar os
niveis de auxina. Dentre os tecidos, as raizes sdo 0s que possuem maior grau de
sensibilidade, aumentando o comprimento das suas raizes primarias, formando raizes
adventicias e laterais (BHARUCHA et al., 2013).

Mais de uma via de producéo de AIA pode estar presente em uma bactéria,
sendo as dependentes de triptofano as que produzem o fitohorménio em maior
guantidade (NAVEED, et al.,, 2015). No solo, esse triptofano é proveniente de
exsudatos de raizes e células em decomposicdo, podendo ser produzido por
transformacao microbiana de forma aerdbica ou anaerdbica (MOHITE, 2013).

Alguns fatores sdo importantes de se considerar quanto a producao de AIA
pelas bactérias, como: efeito de diferentes fontes de carbono e nitrogénio, efeito das
concentracfes de L-triptofano, efeitos da temperatura e pH, viabilidade biolégica para
da bactéria para o crescimento da planta (MOHITE, 2013). Esses fatores sé&o
dependentes da espécie e precisam ser avaliados adequadamente.

Outro ponto importante a se considerar é as diferentes vias de producao do
acido indolacético. Pois, dependendo da capacidade do metabolismo da bactéria,este
tera uma tendéncia a produzir varios compostos inddélicos em conjunto com a producao
do AIA e isso pode estar relacionado a diferentes efeitos nos vegetais (MALIK, 2018).

O AIA gerado pela via do indol-3-acetamida esta ligado a geragcédo de
tumores e galhas, ja o acido indol acético produzido na via do acido indol-3-piravico

se relaciona com o crescimento e proliferacdo radicular. Dessa forma, € importante
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identificar o tipo de derivado inddlico produzido pela RPCP para determinar sua
influéncia (SACCO, 2017).

Dentre os hormonios vegetais que as actinobactérias associadas as plantas
sdo capazes de produzir, a auxinas esta como 0 mais comum a todas essas espécies,
entre elas podemos citar a Streptomyces, Arthrobacter e Micrococcus. Mesmo que a
producéo de AlA ndo tenha uma fung@o hormonal nas células microbiana, a habilidade
das bactérias produzirem esse composto pode ter evoluido a partir das relacdes
estabelecidas entre planta e microorganismo (YADAV et al., 2018).

As rizobactérias promotoras de crescimento vegetal podem também servir
como agentes de biocontrole, como inoculantes e em conjunto com outros
microorganismos que também sdo capazes de melhorar o desenvolvimento de
plantas. Além disso, com o aparato das modificacbes genéticas podem ainda mais
promover a comercializacéo de estirpes voltadas para a agricultura sustentavel e mais
efetiva, (LASLO et al., 2012).

JA4 sdo reportadas cepas de bactérias que possuem mdultiplas
caracteristicas promotoras de crescimento para as plantas, como: capacidade de
produzir enzimas celulases, pectinases, amilases, fixadores de nitrogénio, produtoras
de aménia, entre outros compostos (SANCHEZ-CRUZ et al., 2019).

2.4 Colorimetria e Espectrofotometria

A transformacdo da cor em um formato numérico € possivel através da
colorimetria, aliada ao uso do espectrofotdmetro que permite medir a absorbancia de
luz. Intervalos de comprimento de ondas sao relacionados a determinadas cores e
cada objeto possui sua capacidade propria de absorver especificas faixas do espectro
de luz (BERTOLINI, 2010). O uso da espectrofotometria se baseia na lei de Lambert-
Beer, através dela é estabelecido que: “A absorbancia é diretamente proporcional a
concentragao da solugéo de amostra.” (WENTWORTH, 1966; HARDESTY e ATILLY,
2010).

Ainterpretacdo das cores sob a 6tica humana € bastante subjetiva e poresse
motivo a ciéncia conta com o auxilio de colorimetros e espectrofotometros para a
analise analitica desse componente. O espectrofotbmetro de refletancia constréi uma
curva de distribuicdo de reflectancia da amostra a partir da medigcéo d absorbancias,
de acordo com a faixa de comprimento de onda (FERREIRA eSPRICIGO, 2017).

O equipamento € basicamente compostos pelos seguintes componentes
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(Figura 1): (1) uma fonte de luz (a composicdo da lampada varia de acordo com a
faixa de luz, seja UV, visivel ou infravermelho); (2) um monocromador que transforma
a luz incidida em monocromatica; (3) uma ou mais cubetas, 0s recipientes que contém
a amostra; e (4) um detector que transforma a fragcéo de luz resultante em uma forma
numeérica (SILVA, 2011).

Figura 1: Esquema do funcionamento interno de um espectrofotdmetro.

(1) (2) (3) (4)
Fonte: kasvi.com.br

O primeiro passo para 0 uso dessa técnica é o desenvolvimento de
condicdes que estabelecam uma reprodutibilidade no teste. Dessa forma, é necessario
a determinacdo do comprimento de onda caracteristico do analito e no qual se tenha
a absorbancia maxima. Para a construcdo da curva de calibracdo (que relaciona a
absorbancia e a concentracédo do analito), € necessario abranger uma faixa razoavel
de concentracdo e que nela a composicdo da amostra seja englobada (HARVEY,
2000).

Alguns fatores enquadram a espectrofotometria como uma técnica
notavelmente util para analises quantitativas, como: ampla aplicabilidade, alta
sensibilidade, seletividade, boa exatiddo e acessibilidade. Nesse cenario, é possivel
analisar um numero enorme de compostos (organicos e inorganicos); detectar
concentracdes da ordem de 107" mol.L?%, em alguns casos; é possivel trabalhar em um
comprimento de onda especifico do seu composto de interesse; a taxa de erro
relativos € de 1-5%, podendo alcancar décimos por cento; e as mensuracdes sao
rapidas e faceis de serem feitas (SKOOG et al., 2007).

Dentre as variaveis que podem influenciar a absorbancia estao: anatureza
do solvente, o pH da solugéo, a temperatura, concentracdo de eletrélitos e presenca

de substancias interferentes (HARRIS, 2008). E necessario saber o impacto desses



elementos e eliminar ou minimizar a0 maximo.

Essa abordagem é bastante utilizada no ambito da microbiologia analitica
para a precisa quantificacdo de metabdlitos secundarios produzidos (MONOWAR, et.
al. 2019; RAMOS, et. al. 2021). A concentracao do composto de interesse é estimada
pelo ajuste de equagdes de regressao para as curvas de calibracéo entre absorbancia

e concentragdo de composto no meio de cultivo (BALDOTTO,2009).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

« Avaliar a capacidade das cepas de actinobactérias isoladas do semiarido

brasileiro solubilizarem fosfato e produzirem &cido indolacético.

3.2 Objetivos Especificos

* Analise semi-quantitativa da solubilizacdo de fosfato das cepas em diferentes
meios de cultura e calculo dos indices de Solubilizacao (IS).

* Analise colorimétrica da producéo de AlA e solubilizacdo de fosfato através

do método da colorimetria aliada a espectrofotometria.

» Determinacdo da metodologia mais eficiente para determinacao da
solubilizacéo de fosfato.

» Construcdo de uma matriz binaria aliada a um dendrograma para
agrupamento das cepas com maior potencial para a solubilizacdo de fosfato e

producéo de AlA.
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4. METODOLOGIA
4.1 Solubilizacdo de Fosfato em Meio de Cultura Solido

As cepas de actinobactérias foram provenientes da colecdo de culturas do
Laboratério de Microbiologia Ambiental (Lamab) e foram cultivadas em dois meiosde
cultura. No meio Agar Pikovskaya (PVK) composto por dextrose, 10 g; Cas(PQOa)2, 5 g;
extrato de levedura, 0,5 g; (NH4)2S04 0,5 g; KCl, 0,2 g; MgS0a4.7H20, 0,1 g; NaCl,0,2
g; FeSO4, 0,002 g; MnSO4, 0,002 g; a&gar 15 g e agua destilada, 1000 mL; pH 7
(GOENADI e SUGIARTO, 2000; PIKOVSKAYA, 1948).

O outro meio utilizado foi descrito por Katznelson e Bose (1959) composto
por glicose, 10 g; agar, 20 g; asparagina, 2 g; MgSOa4, 0,5 g; NaCl, 0,1 g; KCI, 0,1 g;
extrato de levedura 0,5 g; agua destilada, 1000 mL e pH ajustado para 7,0 e depois de
passar pelo processo de esterilizacdo é necessario a adicao asséptica demais 50 mL
de solugéo esterilizada de K2HPO4 (10%) e 100 mL de solucéo esterilizadade CacCl:
(10%).

Ambos os meios foram vertidos em placas de Petri e apos inoculacdo, as
cepas foram incubadas por 40 e 20 dias, respectivamente, a 28°C. Para determinacéo
de resultado as colbonias que apresentaram halos claros ao seu redor foram
consideradas solubilizadoras de fosfato inorganico.

O indice de solubilizacéo (IS), usado em trabalhos como os de Silva etal.
(2014), Inacio et al. (2020) e Silva (2019), representa a relacéo entre o diametro médio
do halo de solubilizacdo (dH) e o diametro médio da col6nia (dC), sendo um método
semi-quantitativo, de acordo com Berraquero et al. (1976). As medi¢des foramfeitas em

milimetros (Figura 2).
IS = dH/dC

Para quesito de classificacdo quanto a solubilizacéo, utilizou-se aescala de
Silva e Visor (2000): baixa solubilizacdo (IS menor que 2), média solubilizacdo (IS

entre 2 e 3) e alta solubilizacéo (IS maior que 3).
4.2 Anélise Colorimétrica de Solubilizagdo de Fosfato

Para quantificar a capacidade das actinobactérias de solubilizar fosfato de

célcio foi utilizado o meio de cultura liguido NBRIP descrito por Nautiyal (1999) e
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composto por glicose, 10 g; Cas(POas)2, 5 g; MgCl2..6H20, 5 g; KCL, 0,2 g;
MgS0a4.7H20, 0,25 g; (NH4)2S04, 0,1 g; agua bidestilada, 1000 mL e pH 7,0. Foi
adicionado 5 mL de meio em tubos e apds inoculagao das cepas foram mantidos sob
agitacéo constante por 14 dias.

Apos o tempo de incubacéo, foi adicionado 1,5 mL do meio de cultura de
cada tratamento em microtubos e submetidos a centrifugagdo a 9500 x g por um
periodo de5 minutos. Em seguida, foi transferido 1.050 yL do sobrenadante de cada
tratamento, 150 yL de agua bidestilada e 350 pyL do reagente vanado-molibdico
(Malavolta et al.,1989). O espectrofotometro foi zerado utilizando o branco composto
pela adigédo de 1.050 pL do meio NBRIP sem in6culo, 150 pyL de agua bidestilada e
350 uL do reagente vanado-molibdico.

Esse reagente colorimetro foi preparado de acordo com o método descrito
pela APHA (1998): preparo de uma solugdo A atraves da dissolugédo de 25 g de
molibdatode aménio em 300 mL de agua destilada; preparo de uma solucdo B
composta por 1,25 g de metavanadato de amonio em 300 mL de agua, aquecendo a
mistura até completa dissolucdo do sal, apds a solucao esfriar adicionou-se 300 mL
de HCI concentrado; apds o resfriamento da solucdo B até atingir a temperatura
ambiente a ela é adicionada a solucdo A e misturada com posterior diluicdo para 1L.

A curva padrao foi construida por meio da preparacdo de uma solucéo
estoque de KH2PO4 e H2S0O4 (10N), dissolvidos em agua bidestilada. A leitura das
absorbancias foi feita dez minutos depois da adicdo do reagente colorimétrico, no
comprimento de onda de 420 nm. Para zerar o espectrofotometro foi utilizado um
branco composto por 1.050 yL de meio NBRIP sem in6culo, 150 uL de agua bidestilada e
350 pL do regente colorimetro. Os experimentos foram realizados em triplicata e o
resultado positivo foi evidenciado pela coloracdo amarelada do analito.

Para classificacdo da capacidade de solubilizar fosfato, foram utilizados os
estudos de Montaldo (2016), Celestino (2019) e Silva et al. (2018). A classificacdo é
dividida em: baixa solubilizag&o (<50 pug.mL™'); média solubilizagdo (50-100 pg.mL™?),

alta solubilizacdo (101-500 ug.mL™) e elevada solubilizacdo (>501 pg.mL1).

4.3. Anélise Colorimétrica da Producéo de Acido Indol Acético

Para a quantificacdo da producdo de AIA foi utilizado o método proposto
por Bric et al. (1991), adaptado para o método quantitativo (HUSEN, 2003), com

ressalva para a modificacdo do meio de cultura utilizado que foi suplementado com
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triptofano. O meio de cultura liquido utilizado foi o Luria Bertani (LB)
composto por bacto-triptona, 10 g; extrato de levedura, 5 g; NaCl, 5 g; agua destilada,
1000 mL; pH 7,5 esuplementado com 1 g de L-triptofano. Os microrganismos foram
cultivados nos tuboscom 5 mL de LB sob agitacdo constante durante 10 dias.

ApOs essa etapa, foi adicionado 1,5 mL de meio de cultura em microtubos
que foram levados a centrifuga a 9500 x g por 2 minutos. Em seguida, foi transferido
750 pL de sobrenadante para microtubos de 1,5 mL e 750 pyL do reagente de
Salkwoski, composto por 1 mL de FeCls (0,5 mol/L) e 49 mL de HCIO4 (35%). A leitura
das absorbancias foi feita em 530 nm, meia hora ap6s a adi¢cao do reagente colorido e
para a obtencdo da curva padrao foi utilizado o acido indolil acético com AIA comercial
(BRIC et al., 1991).

O branco foi constituido de 750 uL de meio LB sem in6culo e 750 pL de
reagente Salkwoski. O experimento foi realizado em triplicata e o resultado positivo foi
perceptivel pela apresentacdo de uma coloracdo roseo-avermelhada.

As cepas foram classificadas quando a producdo de AIA segundo 0s
parametros estabelecidos por Hartmann et al. (1983), sendo eles: baixa producéo (<1
ug.mL?); média producdo (1-10 ug.mL?); alta producdo (11-50 ug.mL?') e elevada
producgédo (>51 ug.mL™).

4.4. Analise de Dados

Os dados quantitativos, obtidos a partir dos calculos de concentracédo de P
soluvel e AIA foram submetidos ao teste de normalidade e posteriormente submetidos
a analise de variancia (ANOVA) (p < 0,05), utilizando-se o Programa (PAST). A
ANOVA foi utilizada para comparar as cepas com relacdo a capacidade de produzir
AlA e solubilizar fosfato. E os graficos foram plotados no Prism GraphPad 5.

Os dados semi-guantitativo e quantitativos obtidos dos testes
de solubilizacéo de P e producao de AlA foram transformados em uma matriz binaria
guefoi usada para a elaboracdo de um dendrograma de similaridade que possibilitou
0 agrupamento de cepas semelhantes (HAMMER et al., 2001). Adotou-se o algoritmo
UPGMA (unweigted pair-group method) e coeficiente de Jaccard (MEYER, 2002).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 2. Producéo de &cido indol acético e solubilizacéo de fosfato.

UBI[ AlA (pg. mL?) | P Cas(POs): A | P Cas(P0y): B | P Cas(PO:). C
1 = 15.48 = 127
2 343 27.035 - 114
4 297 20.06 = 1.06
5 490 543 - 122
L = 10.02 = -

7 283 3177 112 114

B = S - -

4 263 18.55 - 128
10 104 11584 = 144
13 4. B8 9.66 - -
14 3.35 792 = 108
15 248 15.68 - 115
16 3.35 36.67 = 123
17 544 18.21 - -
18 091 = = 111
20 283 B.85 125 115
21 275 425 147 =
22 148 392 - -
23 0.58 = - -
24 264 18.83 - -
25 0.89 = 123 =
27 5.85 10.17 - -
28 3.68 6.08 137 =
29 - 5.64 122 -
30 343 13.48 = -
31 0.56 - - -
32 051 13.33 = 119
33 411 490 113 -
34 541 = 112 127
35 - 428 - -
36 0.71 10.42 117 157
37 - 1.33 118 -
38 5.18 15.65 = 149
39 433 15.40 125 -
40 292 244 = -
41 - 5.37 1.54 1.24

A = Andlise colorimétrica feita com meio NBRIP (ug.mL™1); B = Teste em placas feito com meio PVK
(IS); C = Teste em placas feito com meio KB (IS).

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Todos os dados obtidos neste trabalho foram exposto nessa tabela (Figura 2).
Das 36 cepas analisadas 23 (63,88%) solubilizacédo de fosfato em meio KB e 18
(50,00%) em meio PVK. Os indices de solubiliza¢édo (Figura 3) variaram de 1,06 a 1,57
e 1,11 a 1,84, nosrespectivos meios solidos. No meio KB, 17 cepas foram classificadas

com baixa solubilizacdo de fosfato. J& em meio PVK dentre as bactérias
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solubilizadoras, 12 foram consideradas com uma baixa solubilizacao.

Figura 3. Representacdo das distancias de halos e col6nias para calculo do

indice enzimético (mm).

Fonte: Elaboracao pela autora, 2022.

O restante das cepas: UBJ 05, UBJ 09, UBJ 24, UBJ 30, UBJ 31, UBJ 38e
no meio PVK e UBJ 06, UBJ 25, UBJ 29, UBJ 30, UBJ 31 e UBJ 33 no meio KB foram
consideradas como qualitativamente positivas por possuirem uma pequena zona mais
clara ao redor da coldnia de dificil mensuracéo e foram consideradas na porcentagem

de isolados solubilizadores (Figura 4).

Figura 4. Histograma da frequéncia de cepas em cada analise.

Frequéncia de cepas por teste
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Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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Esse histograma também é util para a comparacao do desempenho partir
do teste colorimétrico que alia a quimica analitica a microbiologia percebeu-se a
subestimacado da capacidade das cepas analisadas nos meios sélidos. Além da
frequéncia de positivos ter aumentado grandemente, é fato a maior precisdo dos
dados que fornecem a concentracdo estimada de fosforo solubilizado por cada
bactéria.

No que diz respeito a analise colorimétrica da solubilizagdo de fosfato, todos
os isolados usados neste trabalho foram classificados com baixa solubilizacdo,ou seja,
abaixo de 50 uyg.mL* de fésforo solubilizado, com ressalva para duas cepas que
apresentaram auséncia de solubilizagéo, a UBJ 08 e UBJ 23. Dentre estes, 0s menores
valores foram obtidos pelas UBJ 23 e UBJ 37 com 1,25 ug.mL* e 1,32 yg.mL" 1,
respectivamente; ja em relacdo aos maiores valores alcangcados temos a UBJ 02 com
37,18 ug.mL* e a UBJ 07 com 31,76 ug.mL™.

As absorbancias obtidas (valores de y) foram convertidas em concertacao
de P solubilizado por meio da equacédo da reta y = 0,0182x + 0,0291, obtida atraves
construcédo de uma curva padrdo com concentracdes de fosforo conhecidas (10; 20;
30; 40; 50; 60; 70; 80; 90; 100 ug.mL™).

A porcentagem de isolados que foram capazes de solubilizar fosfato foi de
82,85% em meio NBRIP e € coerente segundo estudos de Barea et al. (2005) e Santos
et al. (2012), pois a abundancia de microrganismos capazes de solubilizar fosfato e
com metabolismos mais ativos quando comparado com outras microbiotas se explica
pela existéncia das secre¢des exsudadas das raizes que atuam como fontede carbono
para a microbiota do solo. Também pelo teor de aminoacidos, acidos organicos,
acucares e substancias promotoras de crescimento (KUMAR e NARULA, 1999).

Ja aincapacidade de algumas espécies bacterianas ndo serem capazes de
solubilizar fosfato, pode ser explicada pela caracteristica da cepa nao conseguir
produzir exsudados suficientes para acidificar o meio e permitir a solubilizacdo do
mineral; essa caracteristica também esta relacionada a interacao dos microrganismos
com o meio ambiente (SANTOS et al., 2012).

Supbe-se que o meio KB teve uma maior eficiéncia para a descoberta de
microrganismos solubilizadores de fosfato devido a granulometria da sua fonte de
fosfato, ou seja, as particulas de fosfato menores desse meio quando comparado com
o PVK, facilitam o processo de solubilizacdo de fosforo pelas bactérias.

Outro aspecto a se considerar nos testes com meio solido é a taxa de
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difusédo de diferentes &cidos orgéanicos que sdo secretados pelos isolados e que
influencia na variagédo da dimensao dos halos de solubilizagdo (JOHRI, SURANGE e
NAUTIYAL, 1999). Os tipos de &cidos organicos produzidos variam entre 0s
microrganismos e a concentracdo desses acidos também depende da fonte de fosfato
disponivel (GADAGI e SA, 2002).

J& a ligacao entre os &cidos orgéanicos e o fosfato solubilizado é devido a
propriedade quelante desses compostos que possibilita a formacdo de complexos
estaveis com os fons de Fe*3, Ca* (TIAN et al., 2021; DEY et al., 2021).

Essa proporgéo obtida no trabalho foi superior ao obtido por Souza et al.
(2017), que estudou a capacidade de bactérias endofiticas isoladas de E. scaber
produzirem AIA e solubilizarem fosfato, que dentre as 61 bactérias analisadas 47
(78%) foram capazes de solubilizar fosfato.

Os resultados das absorbancias (valores de y) foram convertidos em
concentragdo de AlA produzido (ug.mL™?) por meio da equacéo y = 0,1406x + 0,0124,
obtida através da construcdo de uma curva padrdo a partir de valores padrbes de
concentracdo de AlA ja estabelecidas (8,66; 7,00; 5,83; 4,65; 3,50; 2,32; 1,16 ug.mL™?).

Dos isolados estudados, todos foram capazes de produzirem AIA, dentre
eles: 7 foram classificados com baixa producao e os 28 restantes foram enquadrados
com uma média producao do fitohorménio. Com destaque para as cepas UBJ 17 e
UBJ27 que atingiram os maiores valores de 5,95 yg.mL* e 6,37 uyg.mL%; ja os valores
maisbaixos foram os da UBJ 08 com 0,54 ug.mL* e da UBJ 29 0,75 ug.mL™.

As variacdes nas absorbancias de AIA podem ser entendidas pelo fator
descrito por Cerigioli (2005), Lins (2012) e Inui (2009), que abordam a questdo do
acidoindolilacético bacteriano ser um metabolito secundario que é produzido durante
a fase estacionéria, fase esta que possui um periodo de duracéo especifico que varia
entre as bactérias.

Além deste, outros fatores sdo decisivos e evidenciam a particularidade de
cada espécie entre as espécies como: as fontes de carbono e nitrogénio utilizadas, as
concentracfes de L-triptofano, efeito da temperatura e pH e viabilidade biol6gica da

estirpe para o crescimento vegetal (MOHITE, 2013).

Outro fator que explica os valores das absorbancias obtidas explica-se pela
nao padronizagcdo do inoculo, dessa forma, os valores variam entre os isolados
e tratamentos. Uma possivel alternativa futura seria o uso da suspensao de esporos,
ondese pode manter o controle preciso sobre a quantidade de indculo (AMATTO,
2019).
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Um ponto importante a se considerar € a producdo de pigmentos por
algumas cepas no meio utilizado, pelo menos 17 actinobactérias (UBJ 02, UBJ 04,
UBJ 05, UBJ 09, UBJ 13, UBJ 14, UBJ 15, UBJ 17, UBJ 20, UBJ 21, UBJ 24, UBJ
28, UBJ 30, UBJ 33, UBJ 34, UBJ 38 e UBJ 39) deste estudo produziram pigmentos
em algum grau. Esse tipo de interferéncia ja foi descrita por Griffiths et al. (2011), para
a estimacéoda concentracdo de biomassa de microalgas.

Uma sugestdo também descrita por Griffiths et al. (2011) para contornar
essa interferéncia seria realizar testes para determinacdo de um comprimento de onda
fora do intervalo de absor¢céo do pigmento, minimizando ou eliminando as alteracdes
nosvalores de absorbancia de AlA.

Outra alternativa bastante difundida para controle de pigmentacéo € o uso
de fontes de carbono que normalmente favorecem o metabolismo primario do
microrganismo, ja que muitas vezes a producao de pigmento apresenta caracteristica
tipica de metabdlito secundario, e isso geralmente reprime o metabolismo secundario
(menos ativo). Porém, para a producédo de AIA essa estratégia nao é util devido a
caracteristica do acido indol acético ser um metabolito secundario.

Vale ressaltar, que a pigmentacdo das cepas utilizadas possuia uma
coloracdo amarronzada o que difere da coloracdo que atesta a producédo de AIA
(réseo-avermelhada), sendo assim ndo houve falso-positivo no estudo.

A escolha de actinobactérias rizosféricas para a producdo de AIA se
fundamenta também no fato de que o L-triptofano € um precursor fisiologico para a
producdo de auxinas nas plantas e nos microrganismos (RIBEIRO, 2010). Os
compostosque séo exsudados pelo sistema radicular sdo fontes de triptofano, o que

potencializa asintese desse fitohormoénio na rizosfera (KAHMNA, 2008).

O gréfico abaixo (Figura 5) ilustra as médias e desvios-padréo dos testes,
destacando que o mais discrepante foi a analise colorimétrica de solubilizacdo de
fosfatocom uma média entre 10-15 pg.mL! e desvio-padrdo de aproximadamente 5

pg.mL?.
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Figura 5. Histograma de médias e desvios-padréo das cepas solubilizadoras
de fosfato e produtoras de AIA

Producao de AlA e solubilizacao
de fosfato das cepas

25
20 -

154

104

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Vale destacar que em ambas as analises colorimétricas as cepas diferiram
entresi na analise e apresentaram um p < 0,05 o que confirma a relevancia dos dados
obtidos nos testes.

A matriz representada (Figura 6) reine os dados obtidos nos testes feitos
neste trabalho e relaciona com um dendrograma que determina a similaridade
(similaridade de Jaccard) entre as cepas para as caracteristicas analisadas elencando

as com maior potencial de atingir a meta estabelecida.
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Figura 6. Matriz das cepas quanto a solubilizagédo de fosfato e producao de AIA
agrupadas de acordo com a similaridade das caracteristicas em um dendrograma.
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A prospeccéao feita nas cepas de actinobactérias é uma triagem inicial
gue tem como finalidade restringir a amostra para que as etapas seguintes da
pesquisa sejam focadas nas bactérias mais promissoras para a finalidade da

biofertilizag&o.
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6. CONCLUSAO

A partir deste trabalho, conclui-se que, as actinobactérias possuem a
capacidade de solubilizar fosfato, com destaque para as cepas UBJ 07 e UBJ 16
que alcancaram 31,76 pug.mL? e 36,67 pg.mL™, respectivamente. Ja no que diz
respeito a producdo de acido indolilacético, UBJ 17 e UBJ 27 se destacaram
produzindo respectivamente, 5,43 pg.mL? e 5,85 pg.mL*. Esses dados revelam o
potencial biotecnolégico dos isolados de actinobactérias para serem utilizados no

desenvolvimento de biofertilizantes.
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APENDICE A - CURVAS-PADRAO DE ACIDO INDOL ACETICO E SOLUBILIZACAO DE
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