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Prospec¢ao de microrganismos rizosféricos promotores de
crescimento em plantas

Prospecting for rhizosphere microorganisms that promote
growth in plants

RESUMO

A prospeccdo é o conjunto de processos que envolve descoberta, andlise, processamento e
comercializagdo de genes ou biomoléculas de bactérias. O presente trabalho consiste em
selecionar microrganismos isolados da rizosfera de Aloe vera e Mentha que apresentem
caracteristicas relacionadas ao potencial de promog¢do de crescimento vegetal, que
futuramente possam fazer parte de um consdrcio. Para tanto, microrganismos previamente
obtidos e mantidos em estoque em glicerol foram reativados e purificados pela técnica de
esgotamento, totalizando 46 isolados. Foram realizados testes bioquimicos, que indicaram
que 91,3% dos microrganismos sdo capazes de solubilizar fosfato na forma inorganica,
sendo que destes 71,7% apresentaram indice de solubilizacdo menor que 2, enquanto
19,6% apresentam indice maior igual a 2 e menor igual a 4. O teste de auxina foi realizado
nas estirpes mais promissoras do teste de solubilizacdo de fosfato, sendo verificada uma
producdo maxima de 63,5 pg/mL. As linhagens selecionadas ainda serdo avaliadas em
relagdo a fixacdo de nitrogénio atmosférico e identificadas por técnicas de biologia
molecular e, seu potencial de uso como bioinoculante confirmado em testes in vivo.
PALAVRAS-CHAVE: Microbiologia agricola. Agro Biotecnologia. Plantas.

ABSTRACT

Prospecting is the set of processes that involves discovery, analysis, processing and
marketing of genes or biomolecules of bacteria. The objective of this work is to find a
microbial consortium that promoters plant growth and acts in the control of
phytopathogens. To this end, the rhizosphere of Babosa and Mint was carried out. The
viability of the strains was verified and depletion techniques were used to obtain isolation
of the 46 colonies. Phytochemical tests were performed, which indicated that 91.3% of
microorganisms are capable of solubilizing Phosphate in the P-Ca form, and of these 71.7%
presented solubilization index lower than 2, while 19.6% have a higher index equal to 2 and
lower equal to 4. The auxin test was performed in the most promising solubilization strains,
with a maximum production of 63.5 pug/mL. The next stage of the project will be to expand
the repeatability of the tests already performed, and perform new tests such as
atmospheric nitrogen fixation, protein quantification and biomolecular sequencing of
promising species.

KEYWORDS: Agricultural Microbiology. Agro biotechnology. Plants.
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INTRODUCAO

Toda a planta para crescer e se desenvolver necessita de condi¢des basicas
como luz, temperatura e nutrientes, sendo o solo majoritariamente responsavel
por fornecer sais e minerais, abrigo e agua propiciando o desenvolvimento vegetal.

A rizosfera, regidao do solo delimitada pela raiz de uma planta, apresenta
elevado teor de matéria organica, caracteristica que a torna ideal para o
crescimento de diversos microrganismos, (CARDOSO, E.J.B.N; TSAl S.M; NEVES
M.C.P, 1992) os quais em relagdes benéficas colaboram para o crescimento e
desenvolvimento sauddvel da planta, oferecendo acles biopesticidas,
biofertilizantes, rizorremediacao e fitoestimulagdo (REIS V.M, 2005).

Assim, diante dos beneficios proporcionados pela relagio entre
microrganismos e plantas, surge o estudo de prospeccdo com intuito de identificar,
avaliar e explorar a sistemdtica da diversidade genética em um determinado local
de interesse, com objetivo de gerar um produto biotecnoldgico de valor comercial
(ALMEIDA, J.R.M; COLLARES D.G; BARBOSA, P.F.D, 2015), neste caso em especial,
um produto promotor do crescimento saudavel e que atue no controle de
fitopatdgenos em plantas.

A Aloe vera ou babosa, como é popularmente conhecida, pertence a familia
Aloaceae que inclui cerca de 15 géneros e 800 espécies. E uma planta bastante
conhecida por suas inumeras aplicacdes terapéuticas, tais como atividades
cicatrizantes e anti-inflamatdrias, e cosméticas, como hidratacdo de pele e cabelos.
Apresenta folhas verdes, grossas e suculentas cujo tamanho variam de 30 a 60
centimetros de comprimento. As flores sdo vistosas em formato tubular com
tonalidade branco amarelada. A planta herbdcea pode crescer em qualquer tipo
de solo e ndo exige agua em abundancia (FREITAS, V.S; RODRIGUES, R.A.F; GASPI,
F.0.G, 2014).

A horteld também é uma planta herbacea e pertence a familia Lamiaceae.
Muito conhecida e utilizada em temperos de pratos, aplicagdo em dleos essenciais
e também como planta medicinal por infusdo. Possui folhas pecioladas e
pubescentes (isto é, coberta de pelos finos, curtos e macios). As flores sdo
agrupadas em espigas nas axilas das folhas e apresentam coloracdo lilds ou branca.
A planta suporta temperaturas baixas, mas adequa-se melhor a climas tropicais
(JUNIOR, H.P.L; LEMOS, A.L.A, 2014).

Neste trabalho, realizou-se prospeccdao microbiana na rizosfera das plantas
Aloe vera e Mentha, escolhidas por apresentarem diversas aplicagdes e produc¢do
de metabdlitos secundarios que podem recrutar um microbioma exclusivo que
cresce associado as suas raizes. Para a realizagdo do estudo, testes bioquimicos
como solubilizacdo de fosfato (P-Ca), produgdo de auxina, fixacdo de nitrogénio
atmosférico e testes biomoleculares sdo necessdrios a fim de realizar uma triagem
para obter uma colecdo de microrganismos com potencial em promover o
crescimento vegetal e atuar no controle de fitopatdgenos.

MATERIAL E METODOS

Inicialmente, verificou-se a efetividade do isolamento e viabilidade das
estirpes das plantas Aloe vera e Hortela estocadas em glicerol. Para isso, utilizou-
se de meio de cultivo sélido (LB, composto de 20 g.L* de LB, 20 g.L'* de Agar e 1000
mL de dgua destilada g.s.p). Apds o esgotamento dos microrganismos, as placas de
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Petri foram levadas para a incubadora BOD, a 37°C por 24 horas. Entdo,
prosseguiu-se com os microrganismos vidveis e devidamente isolados.

Para garantir novos estoques de estirpes em glicerol 60%, cultivou-se em meio
liquido (LB, 20 g.L! de LB e 1000 mL de 4gua destilada g.s.p) aliquotas dos
microrganismos crescidos no meio sdélido. Para tal, utilizou-se tubos de 50 mL
contendo 5 mL de meio liquido LB, deixados no shaker com agitacdo de 150 rpm a
37°C, até verificar-se turbidez do meio, indicando efetividade do crescimento
celular. Para o estoque de glicerol retirou-se 500 pL de células do meio liquido, as
quais foram armazenadas em microtubos estéreis, contendo 500 pL de glicerol
60%.

Do meio restante contendo indculo, retirou-se amostras para extracdao de
DNA. Retirou-se 1 mL de células, as quais foram armazenadas em microtubos de
1,5 mL e centrifugadas por 5 minutos a 8.000 rpm. Apds a centrifugacdo o
sobrenadante foi descartado e os pellets contendo as células foram armazenados
em refrigeracdo. Entretanto, a extracdo de DNA nao fora realizada.

Para realizar o teste de solubilizacdo de fosfato, preparou-se um meio sendo
adicionado em um frasco 30 g.L'* de 4gar, 10 g.L'* de glicose, 0,5 g.L™* (NH4).504,0,3
g.Lt de NaCl, 0,3 g.L'* de KClI, 0,3 g.L'™* de MgS04.7H,0, 0,03 g.L! FeSO, e 1 g.L'?
MnS04.10 g.L'' e 1000 mL de &gua destilada q.s.p. Em outro frasco schott
adicionou-se 100 mL de K;HPO45% e 100 mL de CaCl; 10%. Entdo, ajustou-se o pH
para 6,5, com intuito de obter fosfato de cdlcio precipitado. Em seguida,
autoclavou-se os dois frascos contendo as solugdes e misturou-se os conteudos,
posteriormente vertidos em placas de Petri. Gotejou-se 10 uL de cada indculo
previamente preparado em meio de cultivo LB liquido, ja mencionado, ao meio de
cultivo de teste (P-Ca). As placas foram deixadas na BOD por 24 horas a 35 °C. Apds
o crescimento, os isolados foram avaliados quanto aos halos de degradacdo
desenvolvidos ao longo do periodo de incubacao.

As medidas do diametro ({)) dos halos de solubilizagdo, podem ser percebidos
como uma area translucida ao redor da col6nia. A partir dessas medidas, foram
obtidos os indices de solubilizacdo de cada isolado por meio da férmula: IS= Halo
(mm)/ Colonia (mm) (HARA, F.A.S.; OLIVEIRA, L. A., 2004).

O teste de producgdo de auxina da-se pela identificagao colorimétrica do acido
indolacético (AIA) (RADWAN, T.E.E; MOHAMED, Z.K; REIS, V.M., 2005). O teste fora
realizado nas 10 estirpes que se mostraram mais promissoras na solubilizagao de
fosfato. Cultivou-se os inéculos em 3 mL de meio liquido LB, em tubos de 50 mL,
crescidos a 37°C por 24 horas a 200 rpm. Apds o crescimento, retirou-se 100 plL de
cada inéculo os quais foram transferidos para outros tubos de 50 mL, contendo 5
mL de meio LB suplementado com L-triptofano 1 mg.mL. O meio de cultura apds
inoculacdo foi mantido no escuro a 28°C, sob agitacdo constante de 150 rpm por
72 horas. Ap6s esse periodo, foram coletados 1 mL da suspensdo microbioldgica e
realizou-se a centrifugacdo a 3.000 rpm por 10 minutos, para obtengdo de
sobrenadante.

Em um microtubo adicionou-se 900 pL do sobrenadante e 400 uL do reagente
de Salkowski (EHMANN, A., 1977). Apds 30 minutos de reagcdo no escuro foi
realizada a leitura da absorbancia em 500 nm. Para determinar a concentracdo
final de AIA no meio utilizou-se de uma curva padrao. Os pellets contendo células
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foram armazenados para posterior quantificacdo de proteinas. Entretanto, ndo
fora realizada a quantificacdo das mesmas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O isolamento efetivo e a viabilidade dos microrganismos sdo passos
fundamentais antes de iniciar trabalhos de pesquisa na area microbioldgica. Na
Figura 1, pode-se observar a morfologia dos microrganismos apds verificada a
viabilidade e o efetivo isolamento.

Figura 1 — Microrganismos isolados da rizosfera de Babosa e Hortela.

Fonte: autoria propria, 2019.

Verificou-se no estudo que dos 46 isolados, 42 (91,3%) sdo capazes de
solubilizar P-Ca. E possivel classificar as estirpes de acordo com os indices de
potencial de solubilidade, Tabela 1, podendo ser: baixa (IS < 2), média (2<I1S<4) e
alta solubilizagdo (IS > 4) (HARA, F.A.S.; OLIVEIRA, L. A., 2004). A classificagdo da
producdo dos microrganismos foi realizada considerando seus valores médios
obtidos nos testes de solubilizagdo de fosfato.

Tabela 1 — Classificagdo quanto ao IS (indice de solubilizacdo de fosfato)

IS dos Microrganismos Percentual(%)
Ausente 8,7
IS<2 71,7
2<1S<4 19,6

IS>4 -

Fonte: autoria prépria, 2020.
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As auxinas tém funcdo de promover o crescimento e controlar a proliferacao
de patdgenos, uma vez que sdo responsaveis por ativar diretamente genes alvos
ou proteinas (MULLER J.L., 2015). Entretanto, a planta ndo consegue garantir a
homeostase de sua maquinaria bioquimica e por vezes, utiliza toda sua maquinaria
de auxinas para controle de patégenos, comprometendo seu crescimento. Nesse
sentido, a acdo de micrébios benéficos produtores de auxina na rizosfera da planta
torna-se de extrema importancia.

Dada essa importancia o teste de producao de auxina foi realizado para oito
microrganismos mais promissores em relacdo ao teste de solubilizacdo de fosfato.
A Figura 2 mostra a curva de padrdo obtida com diferentes concentracdes de
auxina, em pg/mL.

Figura 2 - Curva Padrdo para a concentragao de auxina.

Curva Padrio
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Fonte: autoria prépria, 2020.

O resultado do teste colorimétrico para os oito microrganismos pode ser
observado na Figura 3.
Figura 3 — Teste colorimétrico para identificacdo e quantificacdo da producgdo de
auxina.

Fonte: autoria prépria, 2020.
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Dada a curva padrdo e considerando a tendéncia linear, com R? aceitdvel
determinou-se a concentracdo de auxina para os 8 microrganismos AV25, H23,
AV9, AV17,H2, AV15, AV4 e H11, obtendo-se respectivamente: -1.27,10.54, 23.22,
14.56, 14.08, 24.43, 62.09 e 63.50.

Uma das absorbancias ficou fora dos limites do padrao, resultando na
concentracdo negativa. Sendo, portanto, um valor desconsiderado. Para melhor
avaliacdo das estirpes é interessante aliar a quantificacdo de proteinas para
normalizagdo dos valores.

CONCLUSAO

Com base no que foi exposto, percebe-se o quao vasto e rico em cultura de
microrganismos é o solo rizosférico assim como seu potencial biotecnolédgico na
area do agronegdcio.

A principio seguia-se com intuito de encontrar microrganimos promissores
em diversas funcGes, entretanto, com o estudo verificou-se mais vantagem em
realizar uma triagem de 5 a 10 microganimos, potenciais para uma Unica funcgao.

Deste modo, é possivel montar um consércio microbiano composto de
microrganismos com diversas propriedades que permitem maior absorcdo e
disponibilidade de nutrientes, estimulando o crescimento de plantas e controle de
fitopatdgenos, corroborando com a reducdo e até mesmo mitigacdo do uso de
fertilizantes quimicos.
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