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DA SILVA, Deborah. Estudo de bactérias mobilizadoras de nutrientes de solo.
2025. 40 fls. Trabalho de Concluséo de Curso (Graduagcdo em Ciéncias Biolbgicas) —
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RESUMO

As bactérias do solo possuem diversas propriedades que podem promover o
crescimento das plantas, como a solubilizacdo de nutrientes presentes em minerais.
Este projeto teve como objetivo caracterizar bactérias isoladas de solo em relagéo ao
seu potencial de solubilizar potassio e fosfato, além de identificar os mecanismos
envolvidos nesse processo. Para avaliar o potencial de solubilizacdo, foram
apresentados a formacdo e o tamanho dos halos em dois meios: NBRIP (fonte de
fosfato) e Aleksandrov (fonte de potassio). Além disso, 0s mecanismos de
solubilizacdo foram investigados pela variacdo de pH, a qual foi registrada para
identificar a possivel producao de &cidos organicos. A identificacdo desses compostos
foi realizada por meio da técnica de Cromatografia Liquida de Alta Performance
(CLAE), utilizando uma coluna de troca ibnica e um sistema aquoso acidificado, com
padrbes de acido citrico, acido propiénico e acido malico. A partir das analises, pode-
se inferir que o isolado L340 aumentou a concentracdo de H+ em meio NBRIP entre
o terceiro e quarto dia de fermentacdo, acidificando-o. O isolado L317 quando
fermentado em meio NBRIP, produziu pequenas quantidades de &cido citrico, ja em
meio Aleksandrov identificou-se o acido propi6nico. Por fim, no isolado L53 foi possivel
identificar, em meio NBRIP, o acido citrico e propidnico, o primeiro estando em maior
concentragdo, ja em meio Aleksandrov foi identificado apenas o &cido propidnico.
Esses achados reforcam a importancia das bactérias solubilizadoras na
disponibilizacdo de nutrientes essenciais para as plantas, destacando seus potenciais
mecanismos de acao.

Palavras-chave: mobilizacdo de potassio, solubilizacdo de fosfato, biofertilizantes,
macronutrientes, inoculantes, promocao de crescimento de plantas.



DA SILVA, Deborah. Study of soil nutrient mobilizing bacteria. 2025. 40 pgs. Final
Dissertation (Graduation in Biological Sciences) — State University of Londrina.
Londrina. 2025.

ABSTRACT

Soil bacteria have various properties that can help promote plant growth, such as
making nutrients in minerals more accessible. This project aimed to characterize
bacteria isolated from soil concerning their ability to solubilize potassium and
phosphate, as well as identify the mechanisms involved in this process. To evaluate
the solubilization potential, the formation and size of halos were assessed in two media:
NBRIP (a phosphate source) and Aleksandrov (a potassium source). Additionally, the
solubilization mechanisms were investigated by measuring pH changes, which were
recorded to identify potential organic acid production. The identification of these
compounds was carried out using High-Performance Liquid Chromatography (HPLC),
employing an ion-exchange column and an acidified agueous system, with standards
of citric acid, propionic acid, and malic acid. From the analyses, it can be inferred that
the isolate L340 increased the concentration of H + in the NBRIP medium between the
third and fourth days of fermentation, leading to its acidification. The isolate L317, when
fermented in NBRIP medium, produced small amounts of citric acid, while in the
Aleksandrov medium, propionic acid was identified. Lastly, in isolate L53, citric and
propionic acids were found in the NBRIP medium, with citric acid being present in
higher concentration, while only propionic acid was identified in the Aleksandrov
medium. These findings reinforce the importance of solubilizing bacteria in making
essential nutrients available for plants, highlighting their potential mechanisms of
action.

Keywords: potassium mobilization, phosphate solubilization, biofertilizers,
macronutrients, inoculants, promoting plant growth.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de fertilizantes quimicos na agricultura causa impactos
ambientais significativos, desde a fabricagédo até a aplicacdo, gerando polui¢édo tanto
do solo quanto da agua (CHANDINI et al. , 2019). Ha& uma demanda crescente por
aumento da producao de alimentos, visando reduzir danos ambientais (HUNTER et
al. , 2017). O Plano Nacional de Fertilizantes incentiva o uso de insumos biolégicos
com microrganismos, que favorecem o desenvolvimento vegetal (ESTRATEGICOS,
2021; MAHANTY et al. , 2017). Bactérias associadas a plantas, conhecidas como
promotoras do crescimento, auxiliam na absorcao de nutrientes essenciais (SINGH et
al. , 2020). Existem diversos mecanismos pelos quais as bactérias promovem o
desenvolvimento de uma planta, sendo um dos principais a disponibilizacdo de
nutrientes para absorcdo pelas raizes (SINGH et al., 2020). Ja foi relatado que
diversos grupos de bactérias sdo capazes de solubilizar nutrientes essenciais de
minerais, como potassio e fosfato, para a planta, como também produzir moléculas
que auxiliam na aquisicdo de micronutrientes (GHOSH; BERA; CHAKRABARTY,
2020; HU; CHEN; GUO, 2006). Dentre as estratégias associadas a estes
microrganismos estdo a conversao de fosfatos inorganicos em formas sollveis por
processos de acidificacdo, quelacdo, producdo de acidos organicos e atividades
enzimaticas (BEHERA et al., 2017). Neste contexto, a investigacdo desses
mecanismos demonstrados pelas bactérias pode fornecer uma base tedrica e aplicada
importante para a melhoria da eficiéncia de utilizacéo de nutrientes e disponibilidade

de macronutrientes pelas culturas e auxiliar no aumento da producéo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A IMPORTANCIA DA AGRICULTURA NA ECONOMIA BRASILEIRA

Foram abordados em (GRANGEAT, 2019) os principais impactos da
agricultura industrial no Brasil. Na qual as pesquisas mostram que 0 uso de insumos
quimicos afeta a agua, a fauna, a flora e os seres humanos. A contaminacao da 4gua
por herbicidas é um problema reconhecido desde a década de 1970, apesar de
legislagBes que limitam pesticidas na agua potavel. Os fertilizantes nitrogenados estédo
relacionados a eutrofizacdo e ao declinio da biodiversidade. Os impactos de
agrotoxicos na fauna e flora sdo bem conhecidos a curto prazo, mas desconhecidos a
longo prazo, como no caso do DDT. Além dos insumos quimicos, a mecanizagdo e a
mudanca de préticas agricolas causam erosao do solo e dependéncia de energias
fésseis, contribuindo para mudancas climaticas e danos ambientais. (GRANGEAT,
2019) Para a melhoria dessa situagdo, a autora sugere também a mudanca da
agricultura atual para agroecossistemas sustentaveis (AS). O surgimento da ideia de
“agroecossistema sustentavel” (AS) foi essencialmente uma resposta ao declinio dos
recursos naturais em relacdo a Revolugao Verde (Altieri, et al., 2005). De fato, a
agricultura industrial (Al) instaurou um ecossistema desbalanceado e insustentavel
(Gliessman, 1990)

Em sintese, um agroecossistema sustentavel pode ser entendido
como a implementacdo de principios ecolégicos na atividade agricola. O
agroecossistema sustentavel se relaciona de forma respeitosa com a natureza,
criando um sistema alimentar justo e saudavel para o bem-estar humano. Isso engloba
a avaliacdo da producéao, do tratamento, da venda e do consumo. (GRANGEAT, 2019)

Sendo assim, a concluséo é que a implementacao da agroecologia deve ser feita em
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quatro fases: 1) Eliminacao progressiva dos insumos externos; 2) Eficiéncia do uso de
insumos; 3) Substituicdo de insumos (tecnologias alternativas, ...) e 4) Redesenho do

sistema (diversificacéo, ...) (Altieri, et al., 1996).

2.2 IMPORTANCIA DE BIOINOCULANTES NA AGRICULTURA

2.2.1 A Importancia do Fosforo

O fésforo (P) é fundamental para o crescimento e desenvolvimento
das plantas, sendo indispensavel para a producdo agricola. Contudo, o fésforo
adicionado ao solo tende a se ligar as particulas do solo, tornando-se inacessivel para
as plantas. A utilizagcéo de bactérias solubilizadoras de fosfato (BSFs) surge como uma
estratégia promissora para melhorar a disponibilidade de fésforo no solo. Essas
bactérias tém a capacidade de solubilizar fosfatos inorganicos insolaveis,
transformando-os em formas que as plantas conseguem absorver. Esse processo
ocorre através de diversos mecanismos, como a producdo de acidos organicos, a
liberacdo de enzimas fosfatases, entre outros. (ABREU, C. et al. [s.l: s.n.]). Além disso,
o fésforo também é um componente estrutural de genes e cromossomos, além de
diversas coenzimas, fosfoproteinas e fosfolipidios. Os dois principais fatores que
contribuem para a escassez de foésforo em solos tropicais sdo os baixos niveis de
fésforo nos materiais que deram origem aos solos (as rochas que originaram o0s solos)
e a elevada exposicao das rochas aos intemperismos durante o processo de formacgéo
dos solos. Os caminhos possiveis incluem o uso adequado de fertilizantes (minerais
e organicos), o estimulo ao desenvolvimento do sistema radicular das plantas

cultivadas e a utilizagdo de inoculantes que solubilizam fosforo (LINS, 2022).



2.2.2 A Importancia do Potassio

O potassio é um nutriente vital, sendo o cation mais abundante nas plantas e o mais
absorvido pelos vegetais. Ele desempenha um papel crucial na ativagédo de enzimas,
na regulacdo osmotica, além de promover e regular processos essenciais de
transporte dentro das plantas. (MACHADO DURAES, [s.d.])

As bactérias mobilizadoras de potassio (BSK) desempenham um papel crucial na

solubilizacdo de minerais potéassicos. Segundo (SATTAR et al., 2019).

2.3 GENERO BACILLUS cCOMO MOBILIZADOR DE NUTRIENTES DO SOLO

Bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPC), podem agir
por meio da producdo de horménios de crescimento, fixacdo biolégica de nitrogénio
(FBN) e aumento na disponibilizacdo de nutrientes no solo (ARAUJO, 2008). Bactérias
sdo capazes de reduzir do efeito nocivo do estresse salino, produzir metabdlitos
secundarios com efeitos antibioticos, antifiUngicos e inseticidas. Além disso, podem
promover a inducdo de defesa dos vegetais resultando em melhor crescimento e
desenvolvimento das plantas e consequentemente maior sanidade e produtividade
(VERMA et al., 2019; UMESHA et al., 2018; YADAV et al., 2020; VERMA et al., 2019;
RIBEIRO et al., 2018).

Estudos mostram que a producdo de acidos organicos € um dos
principais mecanismos de solubilizacdo de potassio em diversas espécies de Bacillus
(BADR et al., 2006; SHENG et al., 2008; LIU et al., 2012; MEENA et al., 2016).

Os resultados encontrados por Oliveira et al (2020) também indicam
a viabilidade da inoculagdo com Bacillus, neste experimento a campo tanto B.

megaterium como B. subtilis incrementaram significativamente a produtividade de
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milho em diferentes anos de cultivo em duas condi¢des de solo.

2.4 O GENERO PSEUDOMONONAS COMO MOBILIZADOR DE NUTRIENTES DO SOLO

Pseudomonas spp. sao bactérias ubiquas em solos agricolas e atuam
como uma posse de biocontrole multifuncional contra fitopatdgenos. Elas sdo mais
adequadas como agentes de biocontrole devido a sua diversa adaptabilidade
catabdlica, propriedades eficientes de colonizacdo de raizes e sua capacidade de
produzir uma ampla gama de metabdlitos antifangicos. Véarias espécies de
Pseudomonas mostraram multiplos atributos de promocéo do crescimento de plantas,
como atividade de solubilizacdo de fosfato, acido indol acético (IAA), sideréforo e
producdo de HCN. (Ray, S., & Patel, H. 2021)

De fato, Pseudomonas é um género bacteriano amplamente
difundido, que apresenta a maior atividade solubilizadora de P no solo da rizosfera
(Reyes-Castillo et al., 2019 apud Bahena et al., 2015 ). Pseudomonas azotoformans
também tem sido relatada como bactéria solubilizadora de K (Reyes-Castillo et
al.,2019 apud Saha et al., 2016 ).

As pseudomonas sdo bactérias simbidticas, isto é, habitam tecidos
vegetais e trocam substancias benéficas com eles. Na agricultura, a interagdo entre
plantas e esses organismos é extensivamente investigada. Ha4 outros microrganismos
simbidticos, tais como bactérias que fixam nitrogénio, fungos micorrizicos e bactérias
que estimulam o crescimento, que ja sdo empregados na agricultura industrial.
Organismos como as pseudomonas se alimentam de substancias extraidas das
plantas e as disponibilizam para a planta. Essas substancias terdo a funcéo de

estimular o crescimento ou de controlar de forma biologica pragas e enfermidades.
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Portanto, estudos envolvendo espécies deste género sdo extensivamente realizados

(FRANCHI. Leonardo, 2022).

2.5 MECANISMOS MOBILIZACAO DE NUTRIENTES DO SOLO

Os principais mecanismos de solubilizacdo de P empregados pelos
microrganismos incluem: liberacdo de acidos organicos, sideréforos, prétons, ions
hidroxila, CO2; liberacdo de enzimas extracelulares (mineralizacdo bioquimica de P)
e liberacdo de P durante a degradacdo do substrato (mineralizagcéo biologica de P)
(McGill; Cole, 1981).

As bactérias solubilizadoras de Potassio tém um papel crucial na
dissolucéo de minerais de potassio. Apesar da escassez de dados, (Sattar et al. 2019)
oferecem uma detalhada andlise dos processos de solubilizacdo de potassio por
bactérias, categorizando-os em a) solubilizacdo direta, b) solubilizacdo indireta, c)
complexacao através da secrec¢do de polissacarideos extracelulares e d) formacéo de

biofilme.

2.5.1 Acidos Organicos como Mecanismo de Mobilizar Nutrientes

No processo de solubilizacdo direta, os microrganismos solubilizam
potassio através da producéo de acidos organicos potentes, tais como acido oxalico,
tartarico e citrico, além de ions H+; e através do intemperismo quimico induzido por
acido carboénico. O processo de exsudacdo de acidos organicos é crucial para a
solubilizacdo de minerais de potassio, tais (Carvalho Alves et al. apud Kour et al.,

2020).



Um dos principais mecanismos bioquimicos envolvidos na
solubilizacdo de P é producdo de acidos organicos como acetato, latico, oxalico,
tartarico, succinico e principalmente o &cido glucénico que atuam dissolvendo
diretamente o material fosfatico e/ou quelando cations que acompanham o anion

fosfato (Santos De Abreu et al. apud Chen et al., 2006).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MICRORGANISMOS

Foram utilizados 20 isolados bacterianos (Tabela 1) de solo
pertencentes a colecdo microbiolégica do Laboratorio de Biotecnologia Microbiana
(LABIM/UEL), mantidas em caldo triptona de soja (TSB) suplementado com 20 % de

glicerol em ultra freezer -80 °C.

Tabela 1: Linhagens bacterianas presentes no banco do LABIM.

Linhagens

C4 C5 L46 L47 L48
L49 L50 L51 L52 L53
L54 L55 L57 L317 L329
L330 L337 L338 L340 L343

3.2 IDENTIFICACAO DE LINHAGENS

Durante o trabalho foi possivel realizar a identificacdo molecular das
linhagens C5, L46, L47, L48, L49, L50, L51, L52, L53, L54, L55, L57, L317, L329 e
L340 a partir de dados de sequenciamento obtidos anteriormente em outro trabalho.
Com a regido 16S do genoma, foi conduzido uma comparacdo com linhagens
referéncia do banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI)
utilizando o web server BLAST. Para identificacéo foi utilizado como critério o e-value,
o valor de identidade e a porcentagem de identidade. As demais 5 linhagens néo
identificadas até o presente momento estdo em processo de sequenciamento para

posterior identificacao.
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3.3 CARACTERIZACAO MICRO E MACROMORFOLOGICA

Para caracterizacdo macromorfologica da colénia e microscopica do
tipo de parede celular, os isolados foram cultivados em TSA e incubados a 28 °C por
14 h. As coldnias crescidas foram caracterizadas de acordo com seu tamanho,
coloracao, elevacao, tipo de borda e textura. Para caracterizacdo microscopica das
células, a partir de uma colbnia isolada, foi realizado coloragcdo de Gram para

determinacao do tipo de parede celular.

3.4 PREPARO DO INOCULO

Para preparo de inéculo, o isolado foi repicado a partir do estoque em
meio de cultura solidificado triptona de soja agar (TSA) e incubado por 20 h a 28 °C.
A partir de uma coldnia isolada da cultura crescida, um novo repique foi realizado com
as mesmas condicfes. A partir da nova cultura, foi preparado em solucdo salina
(0,85%) uma suspenséo bacteriana contendo aproximadamente 1,5x108 UFC/mL, de

acordo com a escala 0,5 de McFarland.

3.5 ANALISE QUALITATIVA DA SOLUBILIZACAO DE POTASSIO E FOSFATO

Para avaliacdo da capacidade de solubilizacdo de potassio (K)
presente em minerais de Feldspato Potassico, foi inoculado 10 pL de suspenséo
bacteriana (preparada conforme item 3.5) em dois pontos equidistantes em meio de
cultura Aleksandrov (0,5 % glicose; 0,05 % sulfato de magnésio; 0,0005 % cloreto de

ferro 1ll; 0,01 % carbonato de calcio; 0,2 % fosfato de sédio dibasico; 0,2 % feldspato
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potassico como fonte de K insolavel; 2 % agar bacteriolégico, pH = 7).

As placas foram incubadas por até 7 dias a 28°C em estufa
bacteriolégica e uma placa sem indculo foi utilizada como controle. A solubilizacéo de
K foi determinada pela formacgéo de um halo translicido em volta da col6nia. O indice

de solubilizacéo de K (ISP) foi determinado de acordo com a seguinte equacao:

(dc + dh)
dc

ISP =

Onde dc = diametro da colbnia e dh = diametro do halo.

Para avaliacdo da capacidade de solubilizacdo de fosfato o mesmo
procedimento metodoldgico foi utilizado, porém com utilizagdo do meio de cultura
NBRIP (1 % Glicose; 0,5 % Cloreto de Magnésio Hexahidratado; 0,025 % Sulfato de
Magnésio Heptahidratado; 0,02 % Cloreto de Potassio, 0,01 % Sulfato de Amdnia;
0,5 % Fosfato Tricalcio como fonte de fosfato insolluvel; 2 % agar bacterioldgico, pH =
7) e um periodo de incubacéo de até 14 dias.

A solubilizac&o de fosfato foi determinada pela formacéo de um halo

translicido em volta da colénia. O indice de solubilizacdo de fosfato (ISF) foi

determinado de acordo com a seguinte equacao:

(de + dh)

ISF =
dc

Onde dc = diametro da colonia e dh = didmetro do halo. Os dois

experimentos foram realizados em triplicata e repetidos trés vezes.

3.6 MICRORGANISMOS SELECIONADOS

Para os testes apresentados a seguir nesse trabalho foram utilizados

os isolados L53, L317 e L340 selecionados a partir dos testes mencionados
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anteriormente, sendo eles testes in vitro e in silico, o que significa que alem da
capacidade nos testes realizados foi baseado a diversidade molecular dos isolados

como critério de selecao. O preparo do inoculo foi realizado conforme o tépico 3.3.

3.7 FERMENTACAO E ANALISE DE PH DOS FERMENTADOS EM MEIO NBRIP E ALEKSANDROV

Para analise de pH foi utilizado o meio de cultivo Aleksandrov liquido,
que é frequentemente utilizado em estudos de solubilizacdo de K, sendo composto
por (%): 0,5 glicose, 0,05 sulfato de magnésio, 0,0005 cloreto de ferro IIl, 0,01
carbonato de calcio, 0,2 fosfato de sédio dibésico e 0,2 feldspato potassico (fonte
insoltvel de K), com pH final ajustado para 7. Também foi utilizado o meio de cultivo
NBRIP ligquido, que é amplamente utilizado em estudos de solubilizacdo de P, sendo
composto por (%): 1,0 glicose, 0,5 cloreto de magnésio hexahidratado, 0,025 sulfato
de magnésio heptahidratado, 0,02 cloreto de potéassio, 0,01 sulfato de amdnia, 0,5
fosfato tricalcio (fonte insoluvel de P), com pH final ajustado para 7. Para cultivo dos
isolados foram utilizados Erlenmeyers contendo 40% de sua capacidade com meio de
cultivo. A partir da suspensdo concentrada de células, foi retirado uma aliquota
equivalente a 1% do volume de meio de cultivo do Erlenmeyer (v/v) e transferida para
o frasco. Os frascos foram incubados em incubadora com agitacao orbital, a 30 °C,
200 rpm durante 5 dias e foram retiradas aliquotas a cada 24h para determinacéo do

pH até o tempo final de fermentacdo. O experimento foi repetido trés vezes.

3.8 DEFINICAO DA PRODUCAO DE ACIDOS ORGANICOS

As culturas bacterianas foram centrifugadas por 10 min a 8.860 x g a 4 °C. O



sobrenadante obtido foi filtrado utilizando membrana 0,22 um para obtencdo do
sobrenadante livre de células (SLC). O SLC foi submetido a cromatografia liquida de
alta eficiéncia em um cromatografo liquido de alto desempenho (RIGOL L-3000)
equipado com uma coluna de troca i6nica Aminex HPX-87X (9 um, 300 mm x 7,8 mm,
Bio-Rad). Para fase movel, foi utilizado agua contendo 0,005 mol/L de &cido sulfurico,
o fluxo foi de 1 ml/min e o comprimento de onda utilizado para deteccéo foi de 210 nm,
durante 20 min. Foram utilizados solucdes-padréo dos seguintes acidos organicos:
acido acético, acido citrico, acido malico e acido propidnico. Os picos obtidos nos
cromatogramas das amostras foram comparados com os padrdes para sugerir quais

acidos podem ter sido produzidos.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilk, de
Bartllet e de Durbin-Watson para validagédo dos pressupostos de distribuicdo normal,
homogeneidade das variancias e independéncia dos residuos, respectivamente. Os
dados que atenderem os pressupostos foram submetidos a Analise de Variancia e
Teste de Comparacdo de Médias de Scott-Knott, com p < 0,05. Dados que nao
atenderem os pressupostos foram submetidos a analise ndo-paramétrica de Kurskall-
Wallis e ao Teste de Dunnett. Todas as analises foram realizadas no software R (v

4.1.2).
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4. RESULTADOS

4.1 IDENTIFICACAO DE LINHAGENS

A andlise da regido 16S do DNA (Tabela 2) permitiu a identificacéo de
6 géneros distintos (Bacillus, Enterobacter, Kosakonia, Pseudomonas, Priestia e
Staphylococcus), sendo a maioria pertencente a Bacillus (53 %) e Priestia (20 %), dois
géneros de bactérias Gram-positivas de interesse agrondémico devido a sua
capacidade de promocdo do crescimento de plantas e facilidade de producéo
industrial.

Além disso, outros dois géneros de interesse sdo Kosakonia e
Pseudomonas, que contém espécies amplamente utilizadas na agricultura, como K.
sacchari, K. radicincitans, P. fluorescens e P. putida, devido a sua capacidade de
solubilizar nutrientes e, no caso de Kosakonia, fixar nitrogénio, um atributo nao

investigado neste trabalho. (JOSHI et al. 2018).

Tabela 2: Identificagéo das linhagens bacterianas.

Linhagem Espécie

C5 Priestia megaterium
L46 Bacillus mycoides

L47 Priestia megateirum
L48 Bacillus nitratireducens
L49 Bacillus nitratireducens
L50 Bacillus mycoides

L51 Bacillus mycoides

L52 Bacillus arachidis

L53 Bacillus nitratireducens

L54 Staphylococcus warneri
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L55 Kosakonia cowanii

L57 Kosakonia cowanii

L317 Bacillus paralicheniformis
L329 Enterobacter quasihormaechei
L340 Pseudomonas nitroreducens

4.2 CARACTERIZACAO MICRO E MACROMORFOLOGICA

Na caracterizacdo micromorfologica, foi observado que 8 sdo Gram-
negativas com formato de cocus, 12 sdo Gram-positivas com formato de bacilo. Foi
observado também uma variedade macromorfologica das linhagens, podendo ter
colénias de formato circular ou irregular, borda lisa, flamentosa ou ondulada, séo
planas ou convexas, secas ou mucoides e podem ou ndo apresentar brilho, com
coloracdo variando entre branca, bege e amarela (Tabela 3). O conhecimento das
caracteristicas de um microrganismo € fundamental para a microbiologia,
especialmente quando sédo estudadas muitas linhagens, pois essas caracteristicas

sao Uteis para um maior controle de qualidade e contaminacéo.

Tabela 3: Caracterizagcdo macromorfolégica das col6nias das linhagens.

Tipo de Propriedades
Linhagens Formato Elevacdo Textura _
borda opticas

Cc4 Circular Lisa Convexa Mucoide Brilhosa e branca
C5 Circular Lisa Convexa Mucoide Brilhosa e branca
L46 Circular Lisa Convexa  Seca Opaca e branca
L47 Circular Lisa Convexa  Seca Opaca e bege
L48 Irregular  Filamentosa Plana Seca Opaca e bege
L49 Irregular  Filamentosa Plana Seca Opaca e bege
L50 Irregular  Filamentosa Plana Seca Opaca e bege

L51 Irregular  Filamentosa Plana Seca Opaca e bege

22



23

L52 Irregular  Filamentosa Plana Seca Opaca e bege
L53 Irregular  Filamentosa Plana Seca Opaca e bege
L54 Circular Lisa Convexa Mucoide Brilhosa e bege
L55 Circular Lisa Convexa Mucoide Brilhosa e bege
L57 Circular Lisa Convexa Mucoide Brilhosa e bege
L317 Irregular  Filamentosa Plana Seca Opaca e bege
L329

L330

L337 Circular Lisa Convexa Mucoide Brilhosa e bege
L338 Circular Lisa Convexa Mucoide Brilhosa e branca
L340 Circular Ondulada Plana Seca  Opaca e bege claro
L343 Circular Lisa Convexa Mucoide Brilhosa e bege

4.3 ANALISE DO INDICE DE SOLUBILIZAGAO (SI)

Os resultados da analise de solubilizagdo de potassio levaram a
identificacdo de 10 linhagens com capacidade de solubilizacdo (Tabela 4). Dentre as
linhagens solubilizadoras de potassio, destacam-se L337, L338 e L340, que
apresentam os maiores valores de diametro de solubilizacdo e ISP, demonstrando ser
isolados com potencial para a proxima etapa de desenvolvimento da tecnologia.

Outras linhagens com menor capacidade de solubilizacdo, mas que
ainda sdo de interesse séo as linhagens L53, L55, L57 e L317, que sdo pertencentes
a géneros de interesse para o desenvolvimento de inoculantes.

As linhagens L330 e L343 também demonstraram capacidade de
solubilizar potassio, contudo sem a identificacdo molecular € dificil prospectar
trabalhos futuros com essas bactérias. E a linhagem L329, que também solubiliza
potassio, € pertencente a espécie E. quasihormaechei, inviabilizando trabalhos futuros

com a bactéria devido ao seu potencial virulento.



Tabela 4: Resultados de solubilizacéo de potassio insoluvel presente em feldspato.

Linhagens Diametro de solubilizacdo (mm) ISP

C4 0,00+0,00 g 1,00+1,00 e
C5 0,00+0,00 g 1,00+0,00 e
L46 0,00+0,00 g 1,00+0,00 e
L47 0,00+0,00 g 1,00+0,00 e
L48 0,00+0,00 g 1,00+0,00 e
L49 0,00+0,00 g 1,00+0,00 e
L50 0,00+0,00 g 1,00+0,00 e
L51 0,00+0,00 g 1,00+0,00 e
L52 0,00+0,00 g 1,00+0,00 e
L53 10,86+2,21 f 2,58+0,65 d
L54 0,00+0,00 g 1,00+0,00 e
L55 14,00+4,70 ef 3,00+0,74 d
L57 21,47+4,46 bc 3,06+0,80 bc
L317 12,00+0,29 f 2,37+0,13 d
L329 16,27+1,44 de 2,45+0,16 cd
L330 10,97+0,29 f 2,66+0,23 cd
L337 25,75+0,52 ab 4,74+0,39 a
L338 27,69+2,73 a 4,46+0,58 ab
L340 32,55+5,23 a 5,59+0,84 a
L343 18,69+3,80 cd 2,34+0,15 d

Valores de diametro de solubilizagcéo e ISP seguidos pelas mesmas letras em cada coluna ndo diferem

entre si pelo teste de Dunnett (p < 0,05).



Figura 1: Ensaio de solubilizacdo de Potassio em meio Aleksandrov

Por fim, foram encontradas 12 linhagens com capacidade de
solubilizag&o de fosfato (Tabela 5). Dentre as quais, L337, L338 e L340 apresentaram
os melhores resultados para diametro de solubilizacdo e ISF, excluindo L340 neste
altimo parametro, que apresentou um dos menores valores, o que pode ser explicado
pelo seu grande crescimento no meio de cultivo, que contribui para diminuir o ISF.

Nesse ensaio foi encontrado um maior nimero de Gram-positivos com
capacidade de solubilizacdo, sendo elas as linhagens C4, C5, L47 e L317,

pertencentes ao género Bacillus ou Priestia (membro antigo de Bacillus). Dentre
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essas, vale destacar as linhagens C5 e L47, que s&o da espécie P. megaterium, que
€ muito utilizada no campo como uma bactéria promotora do crescimento de plantas,

0 que corrobora com o potencial dessas linhagens.

Tabela 5: Resultados de solubilizacdo de fosfato insolivel presente em fosfato

tricélcio.

Linhagens Diametro de solubilizacdo (mm) ISF

C4 9,75+2,31 c 2,16+0,02 d
C5 12,20+2,63 c 2,13+0,37 d
L46 0,00+0,00 d 1,00+0,00 e
L47 10,17%4,18 c 2,15+0,60 d
L48 0,00+0,00 d 1,00£0,00 e
L49 0,00+0,00 d 1,00+0,00 e
L50 0,00+0,00 d 1,00+£0,00 e
L51 0,00+0,00 d 1,00£0,00 e
L52 0,00+0,00 d 1,00£0,00 e
L53 0,00+0,00 d 1,00+0,00 e
L54 0,00+0,00 d 1,00+0,00 e
L55 23,67+0,02 a 4,62+0,54 b
L57 18,10+0,85 b 2,76+0,39 d
L317 13,75£3,97 c 3,26x0,41 d
L329 24,67+5,90 b 4,29+0,72 c
L330 9,00+1,85 c 2,38+0,17 d
L337 29,17+2,06 a 5,69+0,63 a
L338 28,17+2,86 a 5,88+0,25 a
L340 30,33+4,70 a 2,80+0,16 d
L343 22,33+2,19 b 4,05+0,50 c

Valores de diametro de solubilizacéo e ISF seguidos pelas mesmas letras em cada coluna n&o diferem

entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).



Figura 2: Ensaio de solubilizacdo de fosforo, meio NBRIP

Quando €é observado os resultados de ambos o0s experimentos,
também é possivel identificar linhagens com capacidade de solubilizacdo dos dois
elementos, sendo estas as linhagens L55, L57, L317, L329, L330, L337, L338, L340 e
L343, o que contribui ainda mais para a aplicacdo das linhagens como promotores de
crescimento de plantas, pois tem potencial de fornecer dois macronutrientes

essenciais. Dentre esses potenciais, as linhagens L317 e L340 tem uma atenc¢éo ainda
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maior devido ao fato de serem pertencentes a espécies de interesse. Como ja foi dito
L55 e L57, sendo do género Kosakonia e a L329 sendo do género Enterobacter,
ambos géneros possuem espécies com potencial virulento, assim sem interesse na
agricultura. E as espécies restantes que solubilizaram ambos macronutrientes como
L330, L337, L338 e L343, ainda ndo conhecesmos as espécies. Por isso, além das
linhagens L317 e L340 se destacarem, foi selecionado também a L53, na qual
solubilizou fosfato, mas houve um pequeno halo nos experimentos com potassio, por

tanto foi descido estudar mais esta linhagem em meio liquido in vitro.

4.4 ANALISES DE PH

Durante a avaliacado de pH em meio de cultivo Aleksandrov (Figura 3),
foi observado que os isolados L317 e L340 acidificam o meio de cultivo quando
comparado o tempo inicial e final, saindo de 7,99 + 0,11 para 7,85 + 0,13 e 8,33 + 0,32
para 7,68 = 0,23, respectivamente. Em relagcdo ao perfil de acidificacdo durante o
cultivo, ao avaliar o isolado L340 percebe-se que houve um aumento do pH até as 48h
de incubacéo e posteriormente houve apenas acidificacdo do meio de cultivo. Em
relacdo a L317, foi observado um perfil variavel, com um aumento de pH até as 48h,
seguido de queda até as 96h e um aumento no Ultimo ponto de avaliagdo. Ja em
relacdo a L53, houve um aumento no pH até as 72h de cultivo e posteriormente uma
reducgéo até o tempo final, mas néo o suficiente para ser menor que o primeiro tempo
de avaliacdo, ficando com um pH inicial as 24h de 7,67 £ 0,21 e um final de 7,81 *

0,12.
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Figura 3: Perfil de variacdo de pH durante cultivo em meio Aleksandrov.

Variag&o de pH em meio Aleksandrov
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-~ L340
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Na avaliacdo em meio de cultivo NBRIP (Figura 4), houve acidificacédo
em todos os cultivos para as trés bactérias, com L53, L317 e L340 apresentando um
pH inicial de 8,27 + 0,15, 8,07 + 0,06 e 8,1 + 0,44, até um pH final de 6,91 + 0,19, 7,95
+ 0,07 e 4,35 + 0,14, respectivamente. Em relacéo ao perfil de acidificacao, no cultivo
da L53 houve aumento de pH até as 72h de cultivo, seguido de queda até 252h, com
a L317, observou-se um aumento de pH até as 204h de cultivo, chegando a 9,05 +
0,09 e partir deste momento que o0 meio comecou a acidificar, enquanto para L340, a
partir de 48h de cultivo houve acidificagdo do meio de cultivo de forma praticamente

ininterrupta, com poucos pontos de aumento de pH.
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Figura 4: Perfil de variacdo de pH durante cultivo em meio NBRIP.
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4.5 ANALISE DOS AcIDOS ORGANICOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
(CLAE)

Apos analise de CLAE foi possivel sugerir que ha producéo de acidos
organicos pelos isolados nos dois meios de cultivo (Tabela 6), pois ao comparar 0s
picos obtidos nos cromatogramas, houve sobreposi¢cdo dos picos das amostras com
0s picos dos padrbes de acidos, além de apresentarem tempos de retencao similares.
Em NBRIP, os trés isolados produzem &cido citrico, mas além deste, a L53 produz
acido propibnico em baixa quantidade e a L340 produz acido malico, ja em
Aleksandrov, todas produzem &cido propidnico.

Neste trabalho néo foi realizada a quantificagdo da quantidade de
acidos produzidos pelos isolados, contudo, € possivel sugerir em quais amostras
houve maior ou menor producéo pelas leituras de absorbancia obtidas. Ao analisar os

cromatogramas de L53, L317 e L340 cultivadas em NBRIP (Figura 3), ao observar a
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producdo de acido citrico em NBRIP, a L340 possivelmente produz uma grande
guantidade dessas moléculas pois apresentou maior absorbancia do que a solucéo
padrdao de acido citrico, enquanto L53 e L317 tendem a produzir uma menor
quantidade, sendo observado absorbancia menor do que observado na solucéo
padréo. Quanto a producédo de acido malico, produzida apenas pela L340, também se
notou que provavelmente ha uma alta quantidade dessas moléculas sendo
produzidas. E em relacéo ao acido propiénico, produzido apenas por L53 em NBRIP,

ha indicios de producédo desse acido, porém em baixa quantidade.

Tabela 6: Acidos potencialmente produzidos pelos isolados L53, L317 e L340.

Isolados Possiveis acidos Possiveis acidos produzidos
produzidos em NBRIP em Aleksandrov
B. nitratireducens Acido citrico e &cido Q. -
. Acido propidnico
L53 propidnico
B. paralll_%hle;nlforms Acido citrico Acido propibnico
Pseudir&oonas SP- Acido citrico e &cido malico Acido propionico

Na avaliacdo dos cromatogramas de L53, L317 e L340 cultivados em
Aleksandrov (Figura 4), foi observado apenas a potencial producdo de &acido
propidnico, com todas apresentando uma menor concentracao do que a observada na
solucdo padrédo. Dentre os trés isolados, o que apresentou maior absorbéancia foi a
L317, que é possivelmente a com maior capacidade de producéo deste acido neste

meio de cultivo.
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Figura 3: Cromatogramas obtidos apos avaliagdo do SLC de L53, L317 e L340

cultivados em NBRIP.
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a: Pico de absorbancia do &cido citrico em amarelo com tempo de retengcao de 5 minutos. Pico do
acido malico em azul com tempo de retencéo 5,40 minutos. Picos da L340 em verde com tempo de
retencdo em 5 minutos e em 5,16 minutos; b: Pico do &cido citrico em amarelo com tempo de retengdo
em 5,13 minutos; Pico do L317 com tempo de reten¢éo em 5,13 minutos. c¢: Pico do acido citrico em
amarelo com tempo de retencao de 5,16 minutos. Picos do acido propidnico em verde com tempo de
retencdo de 10,36 minutos. Picos da L53 em vermelho com tempo de retencéo de 5,16 minutos e 10,36

minutos.

32



33

— SLC de L340
— Solugiic padréo de Scide propignico

1% 20
Tempa (min)

= SLLC de L¥T
— Spluclo padrlo de Acido propidnics

g

g &

n— | —
B 1
] 15 20
Tempo (min)
c 1 — Solugio padrdo de Gckde propionics
_ o | — SLL de LE3
E‘ 4]
g 2r)
o
1 L] ] 1
o 5 L 15 20

Tempo {minj
a: Picos de absorbéancia do &cido propidnico em vermelho com tempo de retengéo de 10,24 minutos.
Pico da L340 em verde com tempo de retencao de 10,24 min; b: Picos do acido propidénico em vermelho
com tempo de retengéo de 10,36 minutos. Picos da L317 em azul com tempo de retengéo em 1 e faixa
de 9 minutos a 10,36 minutos. c¢: Picos do &cido propiénico em rosa um com tempo de retencéo de
10,34 minutos. Pico da L53 em vermelho com tempo de retengéo de 10,34 minutos.



5. DISCUSSAO

Este estudo empregou uma analise qualitativa com o objetivo
investigar potencial de varias linhagens de bactérias em auxiliar na mobilizacdo de
nutrientes, alem de buscar os possiveis mecanismos de solubilizacdo, como a
producéo de &cidos organicos. Os resultados obtidos neste trabalho corroboram com
a literatura existente (Souchie et al., 2005), que afirma: o meio de cultura empregado
contém uma fonte de fésforo insoltvel que, na presenca de substancias liberadas por
microrganismos, como &cidos organicos e enzimas, sofre solubilizacdo. Este
fenbmeno é demonstrado pela criagdo de um halo translicido ao redor das col6nias
gue realizam a solubilizacdo (Souchie et al., 2005).

Os dados da analise de solubilizagcdo de potassio permitiram
identificar 10 linhagens com potencial solubilizador de potassio (Tabela 4). Dentre
elas, as linhagens L337, L338 e L340 se destacaram, apresentando os maiores
diametros de solubilizac&o e indice de Solubilizacio de Potassio (ISP). Esses achados
sugerem uma variacao na eficacia de solubilizacdo entre os isolados, o que pode estar
relacionado as discrepancias na capacidade de producdo de acidos organicos.
(Rodriguez; Fraga, 1999). No caso de Kosakonia em especifico, deve-se verificar o
potencial virulento das linhagens, visto que nem todos os membros de Kosakonia sao
promotores de crescimento de plantas, existindo espécies patogénicas de plantas,
como também de animais (Yang X-J et.al 2018) Ja no caso de L53 e L317, que séo
B. nitratireducens e B. paralicheniformis, respectivamente, ndo ha evidéncias de
fatores de viruléncia nessas, tornando-as grandes candidatos para o desenvolvimento
de inoculantes. Como dito anteriormente, L340 é uma P. nitroreducens, € uma espécie

na qual existe apenas poucos investigando seu potencial, que assim como este
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trabalho, o fizeram em condicfes controladas. Dessa forma, novos ensaios com essa
linhagem sdo necessarios para validar sua performance em um sistema in vivo. Em
relacdo as linhagens L337 e L338, deve-se identificar a espécie antes de dar
continuidade nos trabalhos futuros, visto que bactérias com potencial virulento, como
as do género Enterobacter, também podem solubilizar potassio e ndo séo de interesse
para aplicacdo na agricultura.

Existem diferentes mecanismos aos quais 0s microrganismos podem
disponibilizar fésforo e potassio no solo, um dos principais mecanismos € a producéo
de acidos organicos que atuam quelando ligacdes de fosfato e potassio, liberando-os
dos minerais em que estavam ligados e os tornando soltuveis (SHARMA, 2013). Além
disso, a acidificacdo do solo pode contribuir para a solubilizacdo desses elementos
guando insoluveis, a liberacdo de prétons H+, contribui para a solubilizacdo de P e K
por meio da aciddlise de ligacdes quimicas (PAN, 2023). Sabendo disso, esse estudo
buscou investigar a capacidade de trés linhagens com capacidade de solubilizar P e
K in vitro no potencial de acidificacdo e producéo de acidos organicos.

Em estudos anteriores foi demonstrado que o isolado L340 € o isolado
com maior capacidade de solubilizacdo quando comparada aos outros dois isolados
utilizados no estudo (SILVA, 2023). Ao investigar a capacidade de acidificacdo e
producdo de acidos organicos, a L340 se destacou na maior parte dos ensaios,
apresentando os menores valores de pH ao término do cultivo e com maior producéo
de éacido citrico, que € um dos principais acidos relacionados a solubilizacdo de P
(KLAIC, 2017), corroborando com os dados evidenciados anteriormente.

O isolado L340 pertence ao género Pseudomonas, que ¢é
reconhecidamente um grupo de bactérias que apresenta capacidade de solubilizagcéo

de P e K, com o principal mecanismo sendo a producdo de acidos organicos
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(RODRIGUEZ, 1999). Dessa forma, pode se sugerir a alta capacidade da L340 para
producdo de &cidos organicos, especialmente o acido citrico, além de a acidificacédo
do meio de cultivo, todos esses mecanismos possivelmente relacionados a sua
atividade de solubilizacao.

O isolado L317 pertence a espécie B. paralicheniformis, estudos
dessa espécie evidenciam uma maquinaria genética vasta na producao de acidos,
sideroforos e regifes de plasticidade adaptativa, que evidenciam o potencial do grupo
em ser utilizado como principio ativo no desenvolvimento de um insumo agricola
(IQBAL et al ., 2023). Nos identificamos por CLAE dois dos &cidos avaliados, sendo
acido citrico encontrado em fermentacdes no meio NBRIP e &cido propiénico em meio
Aleksandrov, demonstrando que o isolado possui vias expressas de producdo de
acidos capazes de disponibilizar nutrientes para as plantas. (SILVA, 2024)

Por fim, no isolado de B. nitratireducens L53 foi possivel identificar em
meio NBRIP o acido citrico e propibnico, jA& em meio Aleksandrov foi identificado
apenas o acido propidnico corroborando com os resultados de acidificacdo
evidenciados na curva da média de pH dos cultivos. Por se tratar de uma espécie
pouco estudada para esse fim, nota-se uma escassez de trabalhos que corroboram
com esse estudo. Porém, em estudos do género Bacillus relacionam essa bactéria
com a capacidade de promocéo de crescimento de plantas, auxiliando principalmente
na solubilizacdo de minerais, degradacédo da parede celular de fungo e na producéo
de hormonios analogos aos hormoénios vegetais (MEENA, 2016). Isso reforca a
necessidade de estudos que visem avaliar a performance do isolado frente a outros
tipos adversidades, como na producdo de horménios que podem influenciar no
crescimento vegetal e em sua atividade de controle contra fungos fitopatogénicos.

Os dados evidenciam que estes isolados do género Bacillus
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produzem acidos com capacidade de solubilizar P e K, além disso, mostram que a
acidificacdo é causada pela extrusdo de protons associada a assimilacdo de amdnio
ou a producéo de acidos organicos (KANG et al ., 2008; SHARAN et al ., 2008; BEN
FARHAT et al ., 2009; OLIVEIRA et al ., 2009; HABTE e OSORIO 2012;
SELVAKUJMAR et al ., 2013).

Embora os 3 isolados tenham produzidos acidos similares, a
acidificacdo de L53 e L317 foi menor do que observado com a L340 em NBRIP,
associando com as observacdes nos ensaios com CLAE, provavelmente essa
diferenca se deu pela quantidade de acidos produzidas, pois ha indicios de que L340
produz uma quantidade grande de acido citrico, justificando sua maior capacidade de
acidificacdo. Ja na producédo de acidos em Aleksandrov, foi observado o mesmo tipo
de acido e em menores quantidades para os trés isolados, o que pode estar
relacionado a baixa acidificacdo e proximidade de pH entre elas.

Os achados deste trabalho sdo fundamentais para 0s proximos
estudos de desenvolvimento com esses isolados, ja que sao trés apresentaram
capacidade de solubilizacédo de P e K, visando explorar seus mecanismos de acéo, e
Nnovos ensaios para o desenvolvimento de um bioinsumo com esses microrganismos

serdo conduzidos
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6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou o grande potencial da bioprospeccao
de bactérias com capacidade de promover o crescimento vegetal, identificando
diversas linhagens com potencial para solubilizacdo de fésforo (P) e potassio (K),
incluindo as linhagens L55, L57, L317 e L340, que se destacaram tanto pelo maior
espectro de elementos solubilizados quanto pela producao de &cidos organicos, como
acido citrico, &cido propibnico e 4cido malico, diretamente relacionados a solubilizacéo
de nutrientes no solo. O isolado L340, em particular, mostrou maior capacidade de
acidificacao, especialmente no meio NBRIP, o que pode estar associado a sua maior
producdo de acidos organicos. Além disso, foram encontradas linhagens com menor
espectro de solubilizacdo e outras que requerem identificacdo molecular. O estudo
reforca que esses resultados, aliados a estudos fermentativos e validacées em campo,
podem abrir novas possibilidades para o desenvolvimento de biofertilizantes,
representando uma alternativa sustentavel a utilizacédo de fertilizantes quimicos, com
o potencial de melhorar a nutricdo vegetal e promover praticas agricolas mais

ecologicas.
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