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RESUMO

MOREIRA, LIDIANE MARIA DOS SANTOS. Solubilizacdo De Fosfatos e
Producdo De acido Indol-3-acético, Por Micro-organismos Endofiticos
Radicular E Rizosféricos De Hymeneae Coubari L. 2019. 29 f. Trabalho de
Concluséo de Curso (Graduacdo) — Bacharelado em ciéncias bioldgicas. Instituto
federal goiano- campus Rio Verde, Goias. Rio Verde Goias, 2019.

O Cerrado € considerado o 2° maior bioma em extensdo, ocupando uma area de
2.036.448 km2, é berco de grandes bacias hidrogréficas e apresenta uma grande
diversidade floristica. E considerado um importante hotspots da conservagdo no
Brasil e segue ameacado pela expansdo agropecuaria. A conservacao e uso de
espécies nativas sdo de grande importancia na utlizacdo em projetos de
reflorestamento, recuperacdo de areas degradadas, alimentacdo humana,
agropecudria, entre outros; sendo assim, conhecer relacées de espécies de plantas
com micro-organismos € promissor para o entendimento de como estas adaptacfes
se desenvolveram. Micro-organismos endofiticos e rizosféricos sdo considerados
determinantes no desenvolvimento de seus hospedeiros, auxiliando na absorcao de
nutrientes e fisiologia das plantas. Também estédo ligados na secrecdo de compostos
organicos estando intimamente envolvidos na promoc¢éao do o crescimento vegetal.
Neste sentindo, este trabalho teve o objetivo de investigar tracos funcionais e de
micro-organismos endofiticos e rizosféricos de Hymenaea coubaril. Amostras de
raizes e solo foram coletadas no Cerrado. No total foram 21 isolados bacterianos e
15 isolados fungicos, os quais apresentam potencial de solubilizacdo de CaHPOa,
AlIPO4 e FePOs4, producédo de Acido indol acético (AlA). Os isolados bacterianos que
HSCB1, HSCB8 E HSCB10, apresentaram resultados satisfatérios nos testes de
solubilizacédo de fosfatos e producédo de AlA. Os isolados fungicos HSCF5, HSCF13
E HSCF14, apresentaram resultado variando de “forte a “muito forte”, quando
submetidos aos mesmos testes. Conclui-se que 0s micro-organismos endofiticos
radiculares e rizosféricos, isolados do Jatoba do Cerrado, possuem grande potencial
para solubilizacdo de fosfatos e producdo de AIA in vitro, levantando perspectivas
para testes em campo.

Palavras-chave: Biodiversidade, Microbiologia, Jatobd, Crescimento vegetal,
fitohormonio.



ABSTRACT

MOREIRA, LIDIANE MARIA DOS SANTOS. Phosphate Solubilization And
Production Of Indole-3-Acetic Acid By Root And Rhizospheric Endophytic
Microorganisms Of Hymeneae Coubaril L. 2019. 29 f. Course Conclusion Paper
(Undergraduate) - Bachelor of Biological Sciences. Goias Federal Institute - campus
Rio Verde, Goiéas. Rio Verde Goias, 2019.

The Cerrado is considered the 2nd largest biome in extension, occupying an
area of 2,036,448 km2, is a cradle of large river basins and has a great floristic
diversity. It is considered an important conservation hotspots in Brazil and is still
threatened by agricultural expansion. The conservation and use of native species are
of great importance in the use in reforestation projects, recovery of degraded areas,
human food, agriculture, among others; Therefore, knowing relationships between
plant species and microorganisms is promising for understanding how these
adaptations developed. Endophytic and rhizospheric microorganisms are considered
determinant in the development of their hosts, assisting in the absorption of nutrients
and plant physiology. They are also linked in the secretion of organic compounds and
are closely involved in promoting plant growth. In this sense, this work aimed to
investigate functional and endophytic and rhizospheric microorganisms of Hymenaea
coubaril. Root and soil samples were collected in the Cerrado. In total there were 21
bacterial isolates and 21 fungal isolates, which have potential for solubilization of
CaHPO4, AIPO4 and FePOd4, indole acetic acid (IAA) production. The bacterial
isolates that HSCB1, HSCB8 and HSCB10, showed satisfactory results in phosphate
solubilization tests and IAA production. The fungal isolates HSCF5, HSCF13 and
HSCF14, showed results ranging from “strong to “very strong” when submitted to the
same tests. It can be concluded that root and rhizospheric endophytic
microorganisms isolated from Jatoba do Cerrado have great potential for phosphate
solubilization and IAA production in vitro, raising perspectives for field tests.

Keywords: Biodiversity, Microbiology, Jatoba, Plant growth, Phytohormonium.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € formado por biomas distintos que apresentam diferentes
vegetacOes, sdo eles: Amazobnia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e
Pantanal. Com abundancia de espécies endémicas, o Cerrado vem sofrendo
excepcional perda de habitat, ainda assim, é considerado um hotspot mundial de
biodiversidade, pela sua diversidade biolégica, reconhecido como a savana mais rica
do mundo (MACHADO et al, 2004).

Dentre as espécies vegetais que se destacam no Cerrado podemos citar o
Hymenaea coubaril L., popularmente conhecido como Jatoba. Nao ha relatos na
literatura, sobre a comunidade rizosférica e endofitica associada ao Jatoba.

A influéncia dos micro-organismos que vivem associados simbioticamente a
planta esta relacionada as suas atividades metabdlicas Unicas, que possibilitam a
promocao do crescimento (COMPANT et al., 2010). Eles aumentam a aquisi¢do de
nutrientes pelas plantas e estdo envolvidos em uma ampla gama de processos
biolégicos, incluindo a transformacgéo de nutrientes insolaveis do solo. (ALORI et al.,
2017).

Entre esses processos biolégicos, esta a capacidade de realizar fixacao
biologica de nitrogénio (ASHRAF et al.,, 2011); solubilizacdo de fosfatos
(RODRIGUEZ et al.,, 2009), producdo de fitormonios (SIDDIKEE et al.,, 2010;
CASSAN et al., 2009). Além de agirem no controle bioldgico de patégenos (WANG
et al., 2009; PANDYA et al., 2015) sendo assim, podem ser utilizados na producao
de antibitticos e outros compostos de interesse farmacéutico (STROBEL, 2003).

Para Alori et al (2017), muitos micro-organismos do solo sdo capazes de
solubilizar fosfato insoltvel do solo e torna-lo disponivel para as plantas, assim como
possuem a capacidade de sintetizar fitorménios; Melhorando o crescimento e o
rendimento da mesma. Assim, a inoculacdo de sementes e/ou solo com Micro-
organismos Solubilizadores de Fosfato € uma estratégia promissora para melhorar a
producdo mundial de alimentos sem causar qualquer risco ambiental.

Alguns fungos sdo produtores de substancias secundarias, que podem atuar
como inibidores de herbivoria (MAHAPATRA & BANERJEE, 2012; MUSAVI et al.,
2015.

Estudar as relacdes de espécies de plantas com micro-organismos é

promissor para o entendimento de como estas adaptacdes se desenvolveram frente



aos eventos de simbiose. Assim trabalhos como este se destaca por ser um ponto
de partida para novas descobertas de importancia biotecnologicas, pois descreve
uma diversidade funcional bem como de espécies ainda desconhecida.

Este estudo pretendeu conhecer a diversidade e a funcionalidade, da
comunidade endofitica e rizosférica associada a uma planta nativa do Cerrado. Essa
estratégia se justifica pelos esforcos cada vez maiores em se prospectar a
diversidade biolégica encontrada nos diversos ecossistemas do planeta, sobretudo
em hotspots de diversidade, como o Cerrado, onde a diversidade encontra-se
altamente ameacada pela intensa fragmentacao e ampliacdo das areas de producéo
agricola.

Sendo assim esse 0s objetivos deste trabalho foi avaliar o potencial da
microbiota endofitica radicular e rizosférica de Hymeneae coubaril L. amostrada no
Cerrado, em solubilizar fosfatos e sintetizar AlA, visando a promoc¢ao do crescimento

vegetal.

2 REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

2.1 Cerrado

O Cerrado é considerado o 2° maior bioma em extenséo, ocupando uma area
de 2.036.448 km? Nele encontram-se as nascentes das trés maiores bacias
hidrograficas da América do Sul (Amazbnica/Tocantins, Sdo Francisco e Prata), o
que resulta em um elevado potencial aquifero e favorece a sua biodiversidade.
(MMA, 2019).

O Cerrado abriga grande diversidade floristica, sendo estimado 6 mil espécies
endémicas que sdo constantemente ameacadas principalmente pelo o avanco da
agricultura e pecuaria, por este motivo € considerado um importante hotspots da
conservacdo no Brasil. Previsfes para 2030 seriam que areas nativas de Cerrado
poderiam estar restritas as areas protegidas (MACHADO et al, 2004), outro autor
mantém estimativas para 2050 (STRASSBURG et al., 2017). Destacando a
importancia de sua preservacao.

A conservacdo e uso de espécies nativas sdo de grande importancia na
utilizacdo em projetos de reflorestamento, recuperacdo de areas degradadas e
obtencdo de produtos secundarios, para uso medicinal, alimentacdo humana,

agropecuaria, paisagismo, biocombustivel entre outros (SILVA, 2014).



As plantas de Cerrado dificilmente podem ser preservadas fora de seu habitat
natural, assim como é dificil restaurar essa vegetacdo onde a mesma tenha sido
completamente destruida, tornando indispensavel a busca de eficientes métodos
para propagacéo (JULIAO, 2017).

2.2 Hymeneae courbaril L.

Hymenaea coubaril L., popularmente conhecido como jatoba, pertence a
familia das Caesalpinaceae, trata se de uma éarvore de 15 a 20 m de altura com
ocorréncia em floresta semidecidua. Trata se de uma espécie polimorfica,
apresentado 6 variedades: coubaril, altissima, longifolia, stilbocarpa, villosa e sessilis
(TONINI, 2003).

Segundo Kageiama et al. (1990) o jatoba é uma espécie de ocorréncia em
mata ciliar ou de varzea, em solo Umido sujeito a inundacéo periddica o que o torna
uma espécie climax pertencente ao grupo das indicadoras acompanhantes. Seus
frutos se apresentam em vagens lenhosas com poupa farindceas altamente
proteicas e odor adocicado. S8o comestiveis e produzem de 2 a 8 sementes
(LORENZI, 1992).

Além de fornecer madeira de qualidade, a espécie H. courbaril L. vem sendo
foco de vérias pesquisas, isso devido seus frutos apresentam substancias com
propriedades bioldgicas, como os taninos (NOGUEIRA et al., 2001).

Sales et al. (2014) demostra em seus estudos que o 0Oleo essencial de H.
courbaril, possuem boa atividade antimicrobiana a espécie Staphylococcus aureus.
Ja Fernandes et al. (2015) relata que o extrato de H. courbaril, foi eficiente na
inibicdo de Escherichia coli, proveniente de suinos.

De acordo com Rosério et al. (2011), a sementes H. courbaril, possuem em
seu 0leo essencial, compostos xiloglucanos com atividade antioxidante, que podem
ser classificados como modificadores de respostas bioldgicas.

Tonini (2003), cita que a resina de H. courbaril L, é utilizada como verniz e
incenso. Ainda de acordo com Tonini (2003), o chad da casca é utilizado por
indigenas como antiemorragico. Em diversas partes do mundo o uso de partes de H.
courbaril na medicina vai desde dor no estomago, fungicidas e laxantes até uso em

doencgas como bronquite, tuberculose e desinteria.



Ainda ndo se tem estudos sobre a comunidade endofitica radicular e
rizosférica do jatoba. Devido as caracteristicas mencionadas anteriormente e sua

importancia ecoldgica o H. courbaril foi escolhido para este trabalho.

2.3 Micro-organismos Endofiticos e Rizosféricos

Para Ferrara (2006), micro-organismos endofitos, sdo aqueles que realizam
pelo menos uma parte do seu ciclo no interior da planta. A comunidade endofiticas é
constituida principalmente por fungos e bactérias e, ao contrario dos micro-
organismos patogénicos, ndo causam prejuizos ao hospedeiro, sem estimular a
diferenciacdo de nenhuma estrutura na planta, tais como nédulos, sendo assim sé@o
considerados mutualistas (NETO et al., 2002).

Uma vez que o enddfitico atravessou as barreiras vegetais, este pode se
estabelecer em qualquer compartimento da planta independente do ponto de
entrada. Os micro-organismos endéfitos podem colonizar o ambiente que oferece as
melhores condicdes para seu estabelecimento (YESQUEN, 2018).

Uma grande diversidade de bactérias, tem sido descrita como endofiticas,
principalmente as pertencentes ao filo Proteobacteria, seguido por Firmicutes,
Actinobacteria e Bacteroidetes (ROSENBLUETH e MARTINEZ-ROMERO, 2006). Ja
os fungos endofiticos sdo um grupo diversificado de ascomicetos (ARNOLD, 2007).

A rizosfera € a regido de solo que circundas as raizes das plantas (JUNIOR
et al., 1996). E na rizosfera que varios micro-organismos encontram ambiente e
substrato ideal para sua proliferagcdo, sendo denominados micro-organismos
rizosféricos.

De acordo com Kanchiswamy et al. (2015), a interacdo entre micro-
organismos endofitcos e rizosféricos, e plantas, confere vantagens importantes,
como producdo de fito horménios, protecdo contra herbivora, protecdo contra
patégenos, além de tolerancia a estresse hidrico e producdo de metabolitos
importantes.

Fierro-Cruz et al. (2017), descreve em seu experimento, que fungos
endofiticos isolados de Trattinnicka rhoifolia (Bursearaceae), apresentaram efeito
antagonista, inibindo o crescimento do patégeno Fusarium oxysporum.

Semelhantemente, Zotti et al, (2018), obteve resultado satisfatorio, avaliando

o potencial de controle biologico utilizando o fungo endofitico isolado de Piper



amalago, contra o patdgeno Didymella bryoniae, que afeta a cultura de melancia,
(citrullus lanatus).

A inoculagdo com diferentes bactérias endofiticas do género Bacillus,
demonstrou ser eficiente para a promoc¢do do crescimento de plantas de milho
(LOBO, 2018).

Kozusny-Andreani, Agiado e Andreani Junior (2014), descreve em seu
trabalho, que a utilizacdo de Rizobactérias no cultivo de cenoura, apresentaram
efeitos benéficos em seu desenvolvimento, o resultado pode ser observado, na
producao de fitomassa da parte aérea, ja nas raizes, ocorreu uma maior acumulacao
deNeP.

Santos, Santana e Lara (2018), descrevem que a inoculagcdo com os fungos
micorrizicos, nativos da rizosfera do ipé amarelo, aumenta a massa seca das plantas

de milho, tornando-se, um inoculante promissor para o cultivo.

2.4 Fosfato

O fosforo (P) € um dos principais macronutrientes essenciais para o
crescimento e desenvolvimento das plantas. E indispensavel e varios processos
biolégicos, tais como metabolismo energético, biossintese de fosfolipidios e &cido
nucléico e outros processos citados por Rocha e seus colaboradores (2007).

Na solucdo do solo, o P é absorvido pelas plantas sob a forma de anions
H2PO* em solos &cidos e HPO4?. Nos solos altamente intemperizados, como 0s
Latossolos, predominam as formas inorganicas ligadas a fragdo mineral com alta
energia e as formas orgéanicas estabilizadas fisica e quimicamente (SANTOS;
GATIBONI; KAMINSKI, 2008).

A quantidade de P presentes na solugcédo do solo € muito pequena, por este
motivo, precisa se reabastecido continuamente. Isso pode ser feito, através da
liberacdo do Fosforo presente na matéria organica e nos minerais. O P da matéria
organica sO se torna disponivel com a agdo de micro-organismos do solo. A
adubacao fosfatada responde de formas diferentes, sendo influenciada por fatores
como a espécie, variedade vegetal cultivada e condi¢cdes climaticas. A adubacao
quimica, gera residual, e sua eficicia é reduzida com o tempo o que exige adubacéo
periodica (SOUSA; LOBATO, 2003).

Os micro-organismos tém um papel importante em todos os ciclos dos solos

isso inclui o a ciclagem do P. Eles podem solubilizar e mineralizar o P proveniente



de compostos organico e inorganicos tornando os disponiveis para as plantas.
(KHAN et al, 2009).

2.5 Acido indol-3-acético (AIA)

Os hormonios vegetais, conhecidos como fitormbnios, s&o substancias
organicas importantes para o desenvolvimento da planta. Destaca entre o0s
fitormoénios as auxinas, Citocininas, Etilenos, Giberelinas e Acido Abscisico (RAVEN
et al., 2001). Stroschein et al, (2011) diz que os rizébios sdo capazes de promover 0
crescimento de plantas ndo leguminosas por producéo de fitormonios.

O Acido Indol-3-acético (AIA), encontra se no grupo das auxinas, e por isso €
o fitormdnio mais estudado atualmente (CASSAN; VANDERLEYDEN; SPAEPEN,
2013). O AIA Tem grande influéncia na taxa de crescimento dos meristemas apicais,
flores e frutos, (TAIZ; ZEIGER, 2004). E responsavel pelo alongamento e sintese de
células, promovendo a formacdo de raizes adventicias no caule e a expansao
radicular e consequentemente o crescimento da planta. Ainda de acordo com Thaiz;
Zeiger (2004), o principal precursor para sintese do AIA é o aminoacido Triptofano
(Trp).

A producdo de AIA por parte das bactérias, ja esta sendo estudada a muito
tempo. Patten e Glick (1996) estimam em seus trabalhos que 80% de bactérias
rizosféricas sintetizem esse fitorménio na presenca de Trp.

Existe estudos que destacam a producao de AIA por bactérias A. brasilense
independentes de Trp (PRINSEN et al. 1993).

3 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos foram realizados no laboratorio de microbiologia agricola
do Instituto Federal Goiano, Campus Rio Verde.

3.1 Obtencao do material vegetal e caracteristicas do solo
Foram amostrada uma muda jovem, totalmente desenvolvida, de ocorréncia

natural da espécie H. courbaril. A amostragem ocorreu Cerrado (mata de galeria) na
area de preservacdo permanente do Parque da Serra de Caldas (Rio Quente-GO)
As mudas foram retiradas em blocos de solo, cortados a 30 cm de distancia
do caule, de forma a proteger a raiz. Posteriormente as mudas foram
acondicionadas em saco plastico esterilizado, imersas em gelo e transportadas para

o Laboratério de Microbiologia Agricola do Instituto Federal Goiano campus Rio



Verde. Também foi realizada a coleta e armazenamento asséptico de 10g de solo
gue estava em contato direto com as raizes de cada uma das plantas coletadas. As

raizes foram imediatamente conduzidas a assepsia.

3.2 Isolamento dos micro-organismos endofiticos radiculares
Fragmentos de raizes de aproximadamente 10 cm de comprimento foram

amostrados a partir do espécime e submetidos a tratamento prévio de
desinfestacdo, segundo método descrito por Petrini & Muller (1986), com
modificacdes. As amostras foram lavadas em agua corrente, posteriormente imersas
em agua de torneira com detergente neutro e agitadas em mesa agitadora a 150
rpm, por 5 minutos. O material entdo foi levado ao fluxo laminar para assepsia com
alcool 70%/ 1min; hipoclorito de soédio (2,5%) de cloro ativo /3min, e novamente
alcool 70%/ 30 seg. Como controle do processo de assepsia, foi coletado 500 uL da
agua utilizada no enxague final das amostras, para inoculacdo em tubos contendo
5 mL de caldo nutriente. Fragmentos de aproximadamente um cm de raiz, foram
obtidos com auxilio de pinca e tesoura e distribuidos superficialmente em placas de
Petri contendo meio BDA (Infusdo de 200g de batata, dextrose 20g, agar 15g e
agua g.s.p. 1000mL). As placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 30°C.

3.3 Isolamento dos micro-organismos rizosféricos
As aliquotas de 10g de solo foram transferidas para Erlenmeyers de 250 mL,

contendo solucéo salina (0,85% NacCl), esterilizada. Os frascos ficaram sob agitacéo
por meia hora em temperatura ambiente (28 £ 1 °C). Transcorrido esse tempo, foi
feita diluicdo seriada, fator 10 em solugéo salina (0,85% NaCl) e plagueamento em
superficie em meio NA (agar nutriente). As placas foram incubadas a 28°C + 1 °C,

por um periodo de 24 a 48 horas.

3.4 Purificagdo e manutencao dos endofiticos e rizosféricos
Colbnias bacterianas individuais foram purificadas por esgotamento por estria

em agar nutriente, os fungos foram purificados por obtencdo de micélio jovem que
surgem das bordas dos fragmentos. Os isolados foram estocados em geladeira a
4°C.



3.5 Avaliacéo da capacidade de solubilizar fosfato de calcio, fosfato de
ferro e fosfato de aluminio
Para a avaliacdo das fontes de fosforo, utilizou o meio de cultura GEL

(glicose, 10g; extrato de levedura, 0,59 e éagar, 15g L') como testemunha e
suplementado com uma das trés fontes (CaHPOu4, AIPO4 ou FePOas), na proporcéo
de 0,89 g L de P. O fosfato de célcio foi obtido pela adicdo de 1 mL de uma solucéo
de K2HPO4 a 5% e 1 mL de uma solucdo de CaCl2 a 10% por 10 mL de meio
(SYLVESTER-BRADLEY et al., 1982). O de aluminio (fosfato de aluminio basico,
p.a., Merck) foi adicionado na forma de suspenséo na proporcdo de 3,5 g L-1 de
meio. O fosfato de ferro (fosfato férrico granulado, p.a., Merck), por se encontrar na
forma de granulos, foi moido e passado em peneira com malha de 0,053 mm. O
material peneirado foi entdo utilizado na forma de suspensao na proporc¢éo de 4,33 g
Lt (SILVA FILHO & VIDOR 2000).

As amostras bacterianas foram crescidas sob agitacdo constante com o
auxilio do agitador orbital em rotacdo de 90 rpm , por 72h, a 30 °C, em meio de
cultivo liquido GL (10g glicose, 2g extrato de levedura), e foram retirados
assepticamente 3 mL de cada cultura para se determinar a densidade éptica (DO), a
600 nm. Todas as amostras bacterianas tiveram sua DO ajustada por meio de
diluicho com solucdo salina (0,85%). Para as amostras fungicas, estas foram
crescidas em meio BDA (infusdo de 200g de batata, dextrose 20g e agar 159), por 4
dias, a 30 °C. Os testes foram realizados em triplicata.

Apdbs o crescimento, para as amostras de bactérias, foi inoculado 1 mL da
cultura previamente padronizada em 10 mL de meio liquido GL e adicionado 1,26 g
L-! de cada uma das fontes fosfatadas (CaHPOas, FePOa4 e AIPO4). Para os fungos,
foi retirado um disco de 5 mm de diametro com crescimento micelial e inoculados em
frasco de penicilina (um disco por vidro). As culturas permaneceram sob agitacéo a
90 rpm, em 30 °C, por 72h. Posteriormente, foi realizada a medi¢do do pH. Para a
determinacdo da quantidade de P inorganico, foi realizado o método colorimétrico da
vitamina C, de Gadagi e Sa (2002).

3.6 Avaliacéo da capacidade de sintese de acido indol acético (AlA)
A quantificagdo de acido indol acético (AlA) foi feita de acordo com Kuss et al.

(2007), em meio DYGS (2g glicose, 1,59 peptona, 2g extrato de levedura, 0,59
KH2PO4.7H20, 0,5 g MgS04.7H20). Uma curva padrédo de AIA foi construida com

auxina comercial e correlacionada com a absorbéncia da amostra bacteriana. Os



valores serédo expressos em ug mL. Para isso, foi inoculado 1 mL de cada uma das
culturas padronizada em 9 mL de meio caldo nutriente, suplementado com 100 uL
de triptofano e, para os fungos, foi retirado um disco de 5 mm de diametro com
crescimento micelial. Apos 72h de incubacgéo, a 30 °C, no escuro a 90 rpm, foram
centrifugados (12.000 rpm), por 5 min, a 4 °C. Em seguida, 1 mL do sobrenadante
de cada isolado foi transferido para tubo de ensaio, sendo adicionado 1 mL do
reagente Salkowski (1,875g FeCls.sH20, 100 mL H20 e 150 mL H2SO4). Os tubos
foram mantidos no escuro por 20 min. Em seguida, foi realizada a leitura em

espectrofotometro (530 nm).

3.7 Analises estatisticas
As analises estatisticas foram realizadas com o programa computacional

Sisvar (Ferreira, 2008) e foi utilizado o teste de Scott-Knott a 5%.

O intervalo de variagdo de cada tratamento foi submetido ao modelo
estatistico de Quartis, onde Q1, Q2 e Q3, S&o valores dados a partir do conjunto de
observacdes ordenado em ordem crescente, que dividem a distribuicdo em quatro
partes iguais. O primeiro quartil, Q1, € o numero que deixa 25% das observacfes
abaixo e 75% acima, enquanto o terceiro quartil, Q3, deixa 75% das observagdes
abaixo e 25% acima. J4 Q2 é a mediana, deixa 50% das observacdes abaixo e 50%
das observacdes acima.

Os parametros utilizados foram:

Para bactéria:

CaHPO4 AlIPO4 FePO4

IA

Q1 (6,291) = Fraco < Q1 (0,506) = Fraco < Q1 (2,929) = Fraco

I\
I\

Q2 (6,561) = Moderado (0,602) = Moderado | Q=< 2 (3,488) = Moderado

IN
I\

< Q3 (3,895) = Forte

Q1
Q2
Q3 (0,697) = Forte
0,6

1
2

Q3 (6,710) = Forte
7 97 = Muito Forte

> 6,710 = Muito Forte > > 3,895 = Muito Forte

Para fungos:

CaHPO4

AIPO4

FePOq4

< Q1 (0,976) = Fraco

< Q1 (0,127) = Fraco

< Q1 (0,427) = Fraco

< Q2 (1,207) = Moderado

< Q2 (0,189) = Moderado

< Q2 (0,555) = Moderado

< Q3 (1,264) = Forte

< Q3 (0,292) = Forte

< Q3 (0,647) = Forte

>1,264 = Muito Forte

> 0,292 = Muito Forte

> 0,647 = Muito Forte
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Para sintese de AlA:

FUNGOS BACTERIAS
< Q1 (20,46) = Fraco < Q1 (4,04) = Fraco
< Q2 (40,29) = Moderado < Q2 (7,26) = Moderado
< Q3 (47,64) = Forte < Q3 (8,91) = Forte
>4764 = Muito Forte > 8,91 = Muito Forte

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

No total foram isolados 36 micro-organismos, dos quais foram 21 isolados
bacterianos e 15 isolados fangicos.

-Capacidade de solubilizar CaHPOa4, FePO4 e AIPO4

Todos o0s micro-organismos testados apresentaram ser potenciais
solubilizadores de fosfatos. Para a solubilizacdo de AIPOa4 todos os isolados foram
superiores ao tratamento controle (-0,130 mg L), com destaque para os isolados
HSCB15 (0,861 mg L) e HSCB20 (0,789 mg L1).

Para a solubilizacdo de FePO4 as bactérias demostraram maior eficiéncia
qguando comparadas ao controle, destacando-se as cepas HSCB1 (4,389 mg L),
HSCB2 (4,284 mg LY) e HSCB6 (4,272 mg L ™).

Para solubilizacdo de CaHPO4 todos os isolados testados apresentaram
resultados positivos. Os isolados HSCB21 (6,968), HSCB17 (6,807) e
HSCB11(6,826) foram excelentes em relacéo ao controle (0,718).

Em todos os tratamentos as bactérias testadas para solubilizacdo reduziram o
pH do meio, em relacdo ao controle sem inoculacdo. A acidificacdo do meio de
cultura pelos isolados pode ser atribuida a producdo de acidos orgénicos pelas
bactérias (MARRA et al., 2012).

A producéo de acidos organicos tem sido o principal mecanismo para realizar
a solubilizacéo de P (KALAU, 2019). Forte correlagcéo positiva tem sido relatada
entre indice de solubilizac&o e acidos organicos produzido (ANAND et al., 2016).

Os acidos organicos que solubilizam os fosfatos séo principalmente citricos,
lactico, gluconico, 2-cetoglucbnico, oxalico, glicbnico, acético, malico, fumarico,
succinico, tartarico, malbnico, glutarico, pro-acido pionico, butirico, glioxalico e
adipico (KUMAR; KUMAR; PATEL, 2018), (NIKITHA; SADHANA; VANI, 2017), (KB
et al., 2017), (YOUSEF et al., 2011), (AHMED; SHAHAB, 2009). O acido glucénico é

relatado como o principal componente acido produzido por bactérias solubilizantes
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de fosfato, como Pseudomonas sp. Erwinia herbicola e Bur-Kholderia cepacia,
(RODRIGUEZ; FRAGA, 1999).

Os resultados obtidos no teste de solubilizacdo de fosfatos por bactérias
endofiticas e rizosféricas de Hymenaea courbaril podem ser observados na tabela 2.
A capacidade de solubilizacdo do fosfato dos micro-organismos isolados variou de
6,060 a 6,968 para CaHPO4, 0,409 a 0,922 para AlIPOse 2,315 a 4,386 para FePOa.

De acordo com a classificacdo, o isolado HSCB1 se destacou, obtendo a
classificacdo forte a muito forte em todos os tratamentos submetidos. Ja os isolados
HSCB10 e HSCB15, obtiveram classificacdo moderado a forte (Tabela 1).

Tabela 1. Desempenho dos isolados bacterianos na solubilizacdo de fosfatos
de acordo com a classificacéo.

CaHPO, FePO4 AIPO4
HSCB1 Endofiticos Forte Forte Muito Forte
HSCB2 Endofiticos Fraco Forte Muito Forte
HSCB3 Endofiticos Fraco Muito Forte Muito Forte
HSCB4 Endofiticos Fraco Muito Forte Forte
HSCB5 Endofiticos Fraco Forte Muito Forte
HSCB6 Endofiticos Fraco Moderado Forte
HSCB7 Endofiticos Moderado Forte Fraco
HSCBS8 Endofiticos Moderado Forte Moderado
HSCB9 Endofiticos _ Moderado Forte
HSCB10 Rizosféricos Moderado Muito Forte Forte
HSCB11 Rizosféricos Muito Forte Fraco Moderado
HSCB12 Rizosféricos Muito Forte Fraco Fraco
HSCB13 Rizosféricos Forte Fraco Forte
HSCB14 Rizosféricos Forte _ Moderado
HSCB15 Rizosféricos Moderado Muito Forte Moderado
HSCB16 Rizosféricos Muito Forte Fraco Fraco
HSCB17 Rizosféricos Muito Forte Fraco Moderado
HSCB18 Rizosféricos Forte Moderado Fraco
HSCB19 Rizosféricos Moderado Moderado _
HSCB20 Rizosféricos Forte Muito Forte Fraco
HSCB21 Rizosféricos Muito Forte Moderado Fraco
Controle  -----m-mmmmee- Fraco Fraco Fraco
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Tabela 2. Solubilizac&o de fosfato de calcio (CaHPO4), de aluminio (AIPO4) e de
ferro (FePO4) por bactérias obtidos de raizes e rizosfera de Hymenaea
courbaril L., em Serra de Caldas, GO.

Endofiticos/ CaHPO4 AIPO4 FePO4
Issolado SRizosférico I(szoil_"l\)’_fl N P sollvel pH Eoluvel oH
(mg L™ (mg L)

HSCB1 Endofiticos 6,710 a 4,993b 0,691b 3,290d 4,386a 4550a
HSCB2 Endofiticos 6,060 a 4,887 c 0,632 b 3,353d 4,284a 4,520 a
HSCB3 Endofiticos 6,225 a 5047b 0,922 a 3,800d 3914a 4,793a
HSCB4 Endofiticos 6,160 a 5,207 b 0,711 b 3,426d 3,997 a 4,680 a
HSCB5 Endofiticos 6,165 a 4,963b 0,688b 3,380d 3,895a 4,203a
HSCB6 Endofiticos 6,291 a 4,747 c 0,602 c 3,683d 4,272a 4,570 a
HSCB7 Endofiticos 6,561 a 4990b 0,674b 4,105¢ 3,751a 4,653 a
HSCBS8 Endofiticos 6,351 a 5250b 0,697b 3,433d 2,929b 4,726a
Hs¢cB9 e e 0,553 ¢ 3,840d 3,488 a 4,696 a
HSCB10 Rizosféricos 6,359 a 4,827 ¢ 0,716 b 3,700d 3,778a 4,436 a
HSCB11 Rizosféricos 6,826 a 4,570 c 0,506 c 3,365d 3,619 a 5,176 a
HSCB12 Rizosféricos 6,738 a 4,530 ¢ 0,426 ¢ 3,763d 3,299a 4,893a
HSCB13 Rizosféricos 6,613 a 4,563 c 0,443 c 3,550d 2,613 a 4,226 a
HSCB14 Rizosféricos 6,671 a 4,683 c 0,409 c 3,410d 3,657 a 4,643 a
HSCB15 Rizosféricos 6,525 a 5,053b 0,861a 3,463d 3,061b 4,816 a
HSCB16 Rizosféricos 6,740 a 4,610 c 0,489 c 3,536d 3,276 a 4,573 a
HSCB17 Rizosféricos 6,807 a 4,715¢ 0,470c 3416d 2329b 4,833a
HSCB18 Rizosféricos 6,673 a 4,747 c 0,594 c 3,443d 2,992 b 4,593 a
HSCB19 Rizosféricos 6,544 a 4,773 c 0,524 c 4,090c 2,315b 5,810 a
HSCB20 Rizosféricos 6,616 a 5530b 0,789 a 4,800b 2,880b 5,010 a
HSCB21 Rizosféricos 6,968 a 4,607 c 0,537 c 3,380d 2,368 b 5,336 a
Controle 0,718 b 6,833a -0,130d 6,516a 0,566 ¢C 4,630 a

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (5%).

Os fungos isolados de Serra de Caldas demostraram potencial moderado
para solubilizacdo de fosfato quando se comparado ao controle (Tabela 3). Os
melhores resultados obtidos foram pelos isolados HSCF13 e HSCF14 (1,798 e 1,959
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mg L?* CaHPO4), HSCF13 e HSCF14 (0,520 e 0,574 mg L AIPO4) e HSCF11,
HSCF12 e HSCF13 (0,729, 0,790 e 0,862 mg L FePOu).

Todos o0s tratamentos apresentaram mudangas no pH do meio. A
solubilizagédo de fosfatos por isolados fangicos, tem despertado interesse em Varios
pesquisadores (SCERVINO et al., 2011; AHUJA et al. 2007 ) o alvo € o efeito de
fontes de carbono (C) no processo solubilizacdo de P, uma vez que a producéo de
acidos organicos esta associada ao crescimento dos fungos, que € sujeito a
(PAPAGIANNI; WAYMAN; MATTEY, 2005).
Diferencas na capacidade e no potencial de solubilizacdo podem ser atribuidas a
eficiéncia dos espécimes (COUTINHO et al., 2014).

Tabela 3. Desempenho dos isolados fungicos na solubilizacdo de
fosfatos de acordo com a classificacao.

disponibilidade de C do meio

CaHPO4 AlPO, FePO,
HSCF1 Endofiticos ‘ Muito Forte Muito Forte Moderado
HSCF2 Endofiticos Forte Moderado Fraco
HSCF3 Endofiticos ‘ Muito Forte Moderado Moderado
HSCF4 Rizosféricos Moderado Fraco Fraco
HSCF5 Rizosféricos ‘ Forte Forte Muito Forte
HSCF6 Rizosféricos Forte Fraco Fraco
HSCF7 Rizosféricos ‘ Forte Moderado Moderado
HSCF8 Rizosféricos Fraco Moderado Forte
HSCF9 Rizosféricos ‘ Fraco Forte Moderado
HSCF10 @ Rizosféricos Moderado Forte Forte
HSCF11 Rizosféricos ‘ Moderado Forte Muito Forte
HSCF12 @ Rizosféricos Moderado Muito Forte Muito Forte
HSCF13 Rizosféricos ‘ Muito Forte Muito Forte Muito Forte
HSCF14 @ Rizosféricos Muito Forte Muito Forte Forte
HSCF15 Rizosféricos ‘ Fraco Fraco Forte
Controle Fraco Fraco Fraco

Tabela 4. Solubilizagc&o de fosfato de céalcio (CaHPO4), de aluminio (AIPO4) e de
ferro (FePOa4) por Fungos obtidos de raizes e rizosfera de Hymenaea courbaril,

em Serra de Caldas, GO.

CaHPO, AlPO, FePO,
Endofiticos/
Isolados P solavel P solavel pH P solavel
Rizosféricos pH pH
(mg LH)* (mg LH)* (mg LH)?




14

HSCF1
HSCF2
HSCF3
HSCF4
HSCF5
HSCF6
HSCF7
HSCF8
HSCF9
HSCF10
HSCF11
HSCF12
HSCF13
HSCF14
HSCF15

Controle

Endofiticos

Endofiticos

Endofiticos

Rizosféricos
Rizosféricos
Rizosféricos
Rizosféricos
Rizosféricos
Rizosféricos
Rizosféricos
Rizosféricos
Rizosféricos
Rizosféricos
Rizosféricos

Rizosféricos

1,439b
1,248 b
1,313 b
1,190 b
1,233 b
1,224 b
1,224 b
0,430c
0,532 ¢
1,182 b
1,111 b
1,083 b
1,798 a
1,959 a
0,655 ¢

0,356 ¢

5,493 c
6,440 b
6,353 b
5,213d
5,667 c
5,753 c
4,427 e
4,403 e
5,823 b
5,400d
4,763 e
5977b
4,843 e
5817 e
5,833 ¢

6,833 a

0,331b
0,164 c
0,183 c
0,049 c
0,211 c
0,124 c
0,154 c
0,129 c
0,196 ¢
0,286 b
0,217 c
0,311 b
0,520 a
0,574 a
0,064 c

-0,130d

4,796 c
4,613 c
4,450 d
4,450d
4,343 d
5476 b
4,533 c
4,370d
4,150d
4,297d
4,753 c
5220 b
4,740 ¢
5,380 b
5,623 b

6,516 a

0,441 c
0,386 c
0,479 b
0,346 c
0,775 a
0,386 c
0,536 b
0,575 b
0,526 b
0,620 b
0,729 a
0,790 a
0,862 a
0,579 b
0,610Db

0,349 c

4,197 c
4,140 d
3,990d
3,990d
4,127 d
4,600 a
4,593 a
4,607 a
4,083 d
4,263 c
4,393 b
4,456 b
4,323 ¢
4,717 a
4,653 a

4,696 a

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (5%).

Capacidade de sintese de acido indol acético (AlA)

O principal efeito do &cido indol acético € promover o crescimento de raizes e

caules, através do alongamento das células recém-formadas nos meristemas. E

sintetizado, principalmente, em rotas bioquimicas dependentes do triptofano.

Todos os isolados obtidos apresentaram resultado positivo para producdo de

AlA, através da mudanca da cor do meio de cultivo para amarelo-avermelhado ap6s

adicdo do reagente de Salkowsky. Para os fungos analisados, destaca-se a
eficiéncia dos endofiticos HSCF1 (60,54 ug mL?), HSCF14 (111,38 ug mL?) e
HSCF15 (81,50 ug mL™), que apresentaram valor superior a testemunha (33,83 ug
mL1) (Tabela 4).
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Tabela 5. Producdo de &cido indol-acético (AIA) in vitro por fungos

endofiticos e rizosféricas de Hymenaea courbaril, em Serra de Caldas, GO.

Isolados Endofiticos/ AIA (ug mL?Y)
Rizosféricos

HSCF1 Endofiticos 60,54 c
HSCF2 Endofiticos 42,99 d
HSCF3 Endofiticos 43,99 d
HSCF4 Rizosféricos 4291d
HSCF5 Rizosféricos 41,18 d
HSCF6 Rizosféricos 36,76 e
HSCF7 Rizosféricos 58,61 c
HSCF8 Rizosféricos 2491 e
HSCF9 Rizosféricos 26,84 e
HSCF10 Rizosféricos 32,99 e
HSCF11 Rizosféricos 20,46 e
HSCF12 Rizosféricos 29,85e
HSCF13 Rizosféricos 39,41d
HSCF14 Rizosféricos 111,38 a
HSCF15 Rizosféricos 81,50 b
Controle 33,83 e

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (5%).

Indmeros fatores ambientais, incluindo valor de pH, podem influenciar na
biossintese de AIA (SPAEPEN et al., 2007). A producdo de AIA, por bactérias

endofiticas e rizosféricas, apresentaram otimos resultados em relagéo a testemunha.

Entre os isolados de Serra de Caldas, destaca se o desempenho dos endofiticos
HSCB10, HSCB14, HSCB6 e HSCB5 (13,95, 10,30, 9,42 e 9,36 ug mL™?) (Tabela 5)
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Tabela 6. Producéo de acido indol-acético (AlA) in vitro por bactérias endofiticas e

rizosféricas de Hymenaea courbaril, em Serra de Caldas, GO.

Isolados Endofiticos/ AIA (ug mL?)
Rizosféricos
HSCB1 Endofiticos 7,63 a
HSCB2 Endofiticos 8,73 a
HSCB3 Endofiticos 7,09 a
HSCB4 Endofiticos 6,37 a
HSCB5 Endofiticos 9,36 a
HSCB6 Endofiticos 9,42 a
HSCB7 Endofiticos 8,95 a
HSCBS8 Endofiticos 9,26 a
HSCB9 Endofiticos 4,47 b
HSCB10 Rizosféricos 13,95 a
HSCB11 Rizosféricos 8,79 a
HSCB12 Rizosféricos 5,68 a
HSCB13 Rizosféricos 7,66 a
HSCB14 Rizosféricos 10,30 a
HSCB15 Rizosféricos 3,90b
HSCB16 Rizosféricos 7,44 a
HSCB17 Rizosféricos -0,32b
HSCB18 Rizosféricos 0,33b
HSCB19 Rizosféricos 1,81b
HSCB20 Rizosféricos 0,24 b
HSCB21 Rizosféricos 1,05b
Controle 6,78 a

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (5%).



Tabela 7. Desempenho dos isolados fungicos e bacterianos na producdo de AIA de

acordo com a classificacdo.

AIA (ug mL™Y) por FUNGOS

AIA (ug mL™) por

BACTERIAS

HSCF1 Endofiticos ‘ Muito Forte HSCB1  Endofiticos Forte
HSCF2 Endofiticos Forte HSCB2 | Enddfiticos Forte
HSCF3 Endofiticos ‘ Forte HSCB3  Endofiticos Moderado
HSCF4 Rizosféricos Forte HSCB4 | Endofiticos Moderado
HSCF5 Rizosféricos ‘ Forte HSCB5  Endofiticos Muito Forte
HSCF6 Rizosféricos Moderado HSCB6 | Endofiticos Muito Forte
HSCF7 Rizosféricos ‘ Muito Forte HSCB7  Endofiticos Muito Forte
HSCF8 Rizosféricos Moderado HSCB8 | Endofiticos Muito Forte
HSCF9 Rizosféricos ‘ Moderado HSCB9  Endofiticos Moderado
HSCF10 | Rizosféricos Moderado HSCB10 | Rizosféricos Muito Forte
HSCF11 @ Rizosféricos ‘ Fraco HSCB11 Rizosféricos Forte
HSCF12 | Rizosféricos Moderado HSCB12 | Rizosféricos Moderado
HSCF13 | Rizosféricos ‘ Moderado HSCB13 Rizosféricos Forte
HSCF14 | Rizosféricos Muito Forte HSCB14 | Rizosféricos Muito Forte
HSCF15 | Rizosféricos ‘ Muito Forte HSCB15 Rizosféricos Fraco

- - - HSCB16 | Rizosféricos Forte

- - ‘ - HSCB17 Rizosféricos Fraco

- - - HSCB18 | Rizosféricos Fraco

- - ‘ - HSCB19 Rizosféricos Fraco

- - - HSCB20 | Rizosféricos Fraco

- - ‘ - HSCB21 Rizosféricos Fraco
Controle Moderado Controle Moderado

Os isolados bacterianos que HSCB1, HSCB8 E HSCB10, apresentaram
resultados satisfatérios nos testes de solubilizacdo de fosfatos e producédo de AlA,
conforme tabela 8. Os isolados fungicos HSCF5, HSCF13 E HSCF14, apresentaram
resultado variando de “forte a “muito forte”, quando submetidos aos mesmos testes.

Conforme tabela 9.



Tabela 8. Desempenho dos isolados bacterianos, nos testes

de fosfatos e producéo de AlA.
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de solubilizacao

CaHPO, FePO4 AlIPQ4 AlA
HSCB1 Endofiticos Forte Forte Muito Forte Forte
HSCB2 Endofiticos Fraco Forte Muito Forte Forte
HSCB3 Endofiticos Fraco Muito Forte Muito Forte Moderado
HSCB4 Endofiticos Fraco Muito Forte Forte Moderado
HSCB5 Endofiticos Fraco Forte Muito Forte Muito Forte
HSCB6 Endofiticos Fraco Moderado Forte Muito Forte
HSCB7 Endofiticos Moderado Forte Fraco Muito Forte
HSCBS8 Endofiticos Moderado Forte Moderado Muito Forte
HSCB9 Endofiticos _ Moderado Forte Moderado
HSCB10 Rizosféricos Moderado Muito Forte Forte Muito Forte
HSCB11 Rizosféricos Muito Forte Fraco Moderado Forte
HSCB12 Rizosféricos Muito Forte Fraco Fraco Moderado
HSCB13 Rizosféricos Forte Fraco Forte Forte
HSCB14 Rizosféricos Forte _ Moderado Muito Forte
HSCB15 Rizosféricos Moderado Muito Forte Moderado Fraco
HSCB16 Rizosféricos Muito Forte Fraco Fraco Forte
HSCB17 Rizosféricos Muito Forte Fraco Moderado Fraco
HSCB18 Rizosféricos Forte Moderado Fraco Fraco
HSCB19 Rizosféricos Moderado Moderado _ Fraco
HSCB20 Rizosféricos Forte Muito Forte Fraco Fraco
HSCB21 Rizosféricos Muito Forte Moderado Fraco Fraco

Tabela 9. Desempenho dos isolados fungicos, nos testes de solubilizagdo de fosfatos
e producdo de AlA.

CaHPOq, AIPOy4 FePO, AlA
HSCF1 Endofiticos Muito Forte ‘ Muito Forte Moderado Forte
HSCF2 Endofiticos Forte Moderado Fraco Forte
HSCF3 Endofiticos Muito Forte \ Moderado Moderado Moderado
HSCF4 Rizosféricos Moderado Fraco Fraco Moderado
HSCF5 Rizosféricos Forte Forte Muito Forte Muito Forte
HSCF6 Rizosféricos Forte Fraco Fraco Muito Forte
HSCF7  Rizosféricos Forte \ Moderado Moderado Muito Forte
HSCF8 Rizosféricos Fraco Moderado Forte Muito Forte
HSCF9 Rizosféricos Fraco Forte Moderado Moderado
HSCF10 Rizosféricos Moderado Forte Forte Muito Forte
HSCF11 Rizosféricos Moderado Forte Muito Forte Forte
HSCF12 Rizosféricos Moderado Muito Forte Muito Forte Moderado
HSCF13 Rizosféricos Muito Forte ‘ Muito Forte Muito Forte Forte
HSCF14 Rizosféricos Muito Forte Muito Forte Forte Muito Forte
HSCF15 Rizosféricos Fraco Fraco Forte Fraco
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que os micro-organismos endofiticos radiculares e rizosféricos,
oriundos de Hymenaea courbaril L. do bioma Cerrado, possuem grande potencial
para solubilizacdo de fosfatos e producéo de AIA in vitro, levantando perspectivas
para testes em campo, com as linhagens avaliadas, visando a promocédo do

crescimento vegetal.
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