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SELECAO DE EjACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO PARA
SOLUBILIZACAO DE FOSFORO, ZINCO E PRODUCAO DE AMILASE

RESUMO

Este trabalho de conclusdo de curso aborda sobre microrganismos promotores de
crescimento vegetal (MPCVs) para a solubilizacdo de fésforo e zinco, bem como a
producdo de amilase. Os MPCVs sdo microrganismos que podem colonizar a
rizosfera das plantas, promovendo seu crescimento através de diversos
mecanismos, incluindo a solubilizacdo de nutrientes essenciais. No estudo, foram
analisados diferentes isolados bacterianos quanto a sua capacidade de solubilizar
fésforo e zinco, além de produzir enzimas amiloliticas. Os isolados bacterianos foram
testados em meio de cultura especifica para cada nutriente. A analise de variancia
(ANOVA) foi utilizada para determinar a significancia estatistica dos resultados,
seguida pelo teste de Scott-Knott para comparacbes mdltiplas. Os resultados
indicaram que alguns isolados, como o AGL 14, apresentaram alta capacidade de
solubilizagdo de fosforo, enquanto outros, como o AGL 26, mostraram baixa ou
nenhuma atividade. A andlise dos indices de solubilizacdo de zinco dos isolados
bacterianos revelou uma ampla variacdo em suas capacidades, os diametros médios
de halo de solubilizacdo de zinco para AGL 2, AGL 9 e AGL 4 destacam a
capacidade dessas cepas em formar zonas claras ao redor das colénias. Os dados
obtidos da atividade de amilase revelam uma variag&o significativa entre os isolados
bacterianos testados. A atividade de amilase, medida pelo diametro do halo de
degradacdo ao redor das coldnias, € indicativa da capacidade das cepas em

hidrolisar o amido presente no meio de cultura.

Palavras-chave: indice de solubilizacéo, microrganismos, degradacao.



SELECTION OF GROWTH PROMOTING BACTERIA FOR SOLUBILIZATION OF
PHOSPHORUS, ZINC AND AMYLASE PRODUCTION

ABSTRACT

This course conclusion work discusses plant growth-promoting microorganisms
(MPCVs) for the solubilization of phosphorus and zinc, as well as the production of
amylase. MPCVs are microorganisms that can colonize the rhizosphere of plants,
promoting their growth through several mechanisms, including the solubilization of
essential nutrients. In the study, different bacterial isolates were analyzed for their
ability to solubilize phosphorus and zinc, in addition to producing amylolytic enzymes.
The bacterial isolates were tested in a specific culture medium for each nutrient.
Analysis of variance (ANOVA) was used to determine the statistical significance of
the results, followed by the Scott-Knott test for multiple comparisons. The results
indicated that some isolates, such as AGL 14, showed high phosphorus solubilization
capacity, while others, such as AGL 26, showed low or no activity. Analysis of the zinc
solubilization indices of bacterial isolates revealed a wide variation in their capabilities,
the average zinc solubilization halo diameters for AGL 2, AGL 9 and AGL 4 highlight
the ability of these strains to form clear zones around colonies . The data obtained
from amylase activity revealed a significant variation among the bacterial isolates
tested. Amylase activity, measured by the diameter of the degradation halo around
the colonies, is indicative of the strains' ability to hydrolyze the starch present in the

culture medium.

Keywords: solubilization index, microorganisms, degradation.
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1. INTRODUCAO

Com o avanco da agricultura sustentavel, a procura por métodos que
favorecam o crescimento vegetal de forma eficiente e ecologicamente responsavel
tem se intensificado. Nesse contexto, 0s microrganismos promotores de crescimento
vegetal (MPCVs) emergem como parceiros essenciais, apresentando solucdes
inovadoras para aumentar a produtividade das culturas, reduzir a dependéncia de
fertilizantes quimicos e aprimorar a qualidade do solo. Dentre esses microrganismos,
destacam-se as rizobactérias e as bactérias solubilizadoras de nutrientes como
fésforo e zinco, assim como aquelas especializadas na degradacdo de amido, todas
contribuindo para a sustentabilidade e eficiéncia dos sistemas agricolas.

Os MPCVs sao uma categoria diversificada de microrganismos presentes na
rizosfera, & zona do solo que circunda as raizes das plantas, onde interactes
complexas e benéficas ocorrem entre 0s microrganismos e as plantas hospedeiras.
Esses microrganismos exercem influéncia positiva sobre o crescimento e
desenvolvimento vegetal por meio de multiplos mecanismos, que incluem a fixacao
de nitrogénio, solubilizagdo de nutrientes, producédo de fito-hormonios e metabolitos
bioativos, bem como prote¢éo contra patdégenos (Abhilash et al., 2016; Chagas et al.,
2017).

A importancia das rizobactérias, um grupo proeminente de MPCVs, reside na
sua capacidade de colonizar a rizosfera e estabelecer interages simbioticas com as
plantas. Bactérias dos géneros Rhizobium, Pseudomonas, Bacillus e Azospirillum
sao exemplos bem estudados, mostrando-se eficazes na promoc¢ao do crescimento
vegetal por meio da producéo de fito-hormdnios, fixacdo de nitrogénio atmosférico e
solubilizacédo de fosfato, fundamentais para a absorcdo de nutrientes pelas plantas
(Berg et al., 2014; Santoyo et al., 2016).

A solubilizacdo de fésforo (P) € um dos beneficios mais reconhecidos das
rizobactérias. O fosforo, essencial para processos vitais como fotossintese, respiracao e
transferéncia de energia, frequentemente se encontra em formas pouco disponiveis para
as plantas nos solos agricolas. Microrganismos solubilizadores de fosfato, como
Pseudomonas e Bacillus, desempenham um papel crucial ao transformar formas
inorganicas de fésforo em formas sollaveis, aumentando assim a disponibilidade desse

nutriente essencial (Penn; Camberato, 2019; Chen et al., 2006).
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Além do fésforo, o zinco (Zn) é outro nutriente fundamental cuja
disponibilidade limitada nos solos tropicais impacta negativamente o crescimento
das plantas. Bactérias como Pseudomonas, Bacillus e Burkholderia tém sido
identificadas como capazes de solubilizar o zinco, facilitando sua absorgédo pelas
plantas por meio de mecanismos como a acidificacdo e a producdo de sideréforos
(Khande et al., 2017; Saravanan et al., 2011).

Por fim, a degradacdo do amido por bactérias promotoras de crescimento
desempenha um papel vital na ciclagem de nutrientes e na saude do solo. Bactérias
como Bacillus e Pseudomonas produzem enzimas amiloliticas que degradam o
amido em acucares simples, fornecendo ndo apenas energia para o crescimento
bacteriano, mas também nutrientes facilmente assimilaveis para as plantas,
promovendo assim a produtividade agricola de forma sustentavel (Khan et al., 2009;
Bashan et al., 2014).

Portanto, este trabalho visa explorar o potencial das bactérias promotoras de
crescimento vegetal na solubilizacdo de fésforo, zinco e producdo de amilase,
fornecendo entendimentos cruciais para o desenvolvimento de estratégias agricolas
sustentaveis e eficientes. A compreensdo dessas interagcdes microbianas nao
apenas amplia nosso conhecimento sobre os ecossistemas agricolas, mas também

promove praticas agricolas mais responsaveis e produtivas para o futuro.
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2. OBJETIVO

O presente trabalho tem como objetivo selecionar dentre as bactérias
promotoras de crescimento vegetal, as que sao capazes de solubilizar fésforo e
zinco e produzir amilase, visando fornecer insights relevantes para investigacées

futuras sobre essas interacdes microbianas.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1  Microrganismos Promotores de Crescimento de Plantas (MPCP)

No solo, um universo de microrganismos tece uma teia complexa de interacdes
com as plantas, impulsionando seu crescimento e vigor. Esses aliados microscopicos
séo referidos na literatura como microrganismos promotores do crescimento vegetal
(Abhilash et al., 2016). Emergem como uma promessa no contexto da economia verde,
promovendo o aumento da produtividade das culturas, a reducdo do uso de fertilizantes
guimicos, a melhora da saude do solo e o aumento da resisténcia das plantas a
estresses (Chagas et al.,, 2017). Representando, assim, uma alternativa estratégica
para a intensificacdo sustentavel dos sistemas agricolas (Steffen et al., 2008).

O papel benéfico da comunidade microbiana na promocao do crescimento das
plantas pode se manifestar de vérias maneiras. Esses microrganismos atuam na
mobilizagdo e transporte de nutrientes para as plantas, por meio da fixagdo de
nitrogénio e da solubilizacdo/mineralizacéo de fésforo, além de aumentarem a area de
absorcao das raizes. Eles produzem fito-hormoénios e compostos organicos volateis que
estimulam o desenvolvimento vegetal e protegem as plantas contra patdégenos. Além
disso, a comunidade microbiana pode ajudar as plantas a tolerarem condigcbes
adversas, como alta salinidade e seca, que afetam seu desenvolvimento e
produtividade (Castiglioni et al., 2008).

Segundo Chouan et al. (2021), os microrganismos desempenham um papel
crucial no crescimento das plantas ao regularem fitorménios, aumentando os niveis de
auxina, giberelina, citocinina e 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminase,
uma enzima que reduz o etileno. Eles também biodisponibilizam nutrientes essenciais
para o desenvolvimento vegetal e produzem substancias que induzem resisténcia

sistémica nas plantas, como acido cianidrico, bacteriocinas e antibidticos, prevenindo ou
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limitando os danos causados por fitopatégenos. Além disso, microrganismos benéficos
secretam compostos organicos volateis, que promovem resisténcia a doencas e
tolerancia ao estresse abidtico. Os PGPM (Plant Growth-Promoting Microorganisms)
também podem mitigar o estresse aumentando a producdo de exopolissacarideos,
osmorreguladores e antioxidantes (Lopes et al., 2021).

3.2 As Rizobactérias

Dentro do grupo de microrganismos promotores de crescimento de plantas
(MPCP), destacam-se bactérias gram-negativas dos géneros Azospirillum,
Gluconacetobacter, Pseudomonas e Rhizobium, embora também sejam conhecidos
alguns géneros gram-positivos como Bacillus e Paenibacillus. Caracteristicas como
motilidade, quimotaxia, crescimento, aderéncia e resisténcia a estresses s&o
essenciais para a sobrevivéncia desses microrganismos na rizosfera e para o
sucesso na colonizacdo dos tecidos internos das plantas. Em troca, as plantas
fornecem aos microrganismos carbono, aminoacidos e metabolitos secundarios,
como flavonoides especificos, que podem influenciar a composi¢cdo e a atividade
microbiana (Berg et al., 2014).

A rizosfera, a zona do solo em torno das raizes, € onde ocorrem as
interacdes mais intensas entre plantas e microrganismos (Bhattacharyya; Jha, 2012).
Esse ambiente é ideal para microrganismos multifuncionais, devido a abundancia de
exsudatos radiculares liberados pelas plantas, que alimentam e suportam o
crescimento microbiano (Rout, 2014). As interacGes entre microrganismos e plantas
na rizosfera podem ocorrer de varias maneiras: microrganismos de vida livre no solo
rizosférico, microrganismos associados a superficie das raizes (rizoplano) ou
microrganismos que vivem dentro dos tecidos das raizes, seja nos espacos
intercelulares ou intracelulares, conhecidos como endofiticos (Santoyo et al., 2016).

As bactérias que colonizam as raizes sdo conhecidas como rizobactérias.
Quando séo benéficas para as plantas e vivem livremente no solo, sdo chamadas de
RPCP (Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas) ou PGPR (plant
growth-promoting rhizobacteria) (Kokalis-Burelle et al., 2006). Segundo Gray e Smith
(2005), com relagéo as bactérias que se localizam na rizosfera, essas ocupam cerca

de 7 a 15% da superficie total das raizes. Calcula-se que existam aproximadamente
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30.000 espécies de bactérias, sendo que apenas 8% destas foram identificadas
(Barea et al., 2005).

Kloepper e Schroth (1978) introduziram o0 conceito de rizobactéria para
descrever bactérias que mantém uma associagdo préxima com as raizes das plantas.
Essas bactérias podem colonizar a rizosfera (zona ao redor das raizes), o rizoplano
(superficie das raizes) ou até mesmo o interior das raizes (endosfera). Inicialmente,
o termo foi cunhado para distinguir essas bactérias das que sdo encontradas em
areas distantes das raizes.

Segundo Branddo (1992), as bactérias do solo constituem os
microrganismos mais abundantes e diversos entre as espécies. A comunidade
microbiana € estimada em cerca de 108 a 109 por gramas de solo. Com tamanho
reduzido, algumas bactérias ndo possuem motilidade, enquanto outras sdo dotadas
de flagelo, o que lhes permite movimentagdo. Determinadas bactérias, como as do
género Bacillus sp., tém a capacidade de formar enddsporos, estruturas de
resisténcia que surgem em condi¢cdes desfavoraveis do meio (Cardoso et al., 1992).
Dentre os grupos mais pesquisados e com grande potencial de aplicagcdo na
agricultura, destacam-se as Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas
(RPCPs), microrganismos que colonizam as raizes e a rizosfera (Zago et al., 2000).

Gray e Smith (2005) propuseram novos conceitos para classificar as RPCP:

- IPGPR: Bactérias que residem dentro das células das plantas, formando
nédulos especializados na fixacdo de nitrogénio em leguminosas. As espécies do
género Rhizobium séo as mais estudadas deste grupo, mas também incluem outros
géneros bacterianos presentes no solo, como Bradyrhizobium, Sinorhizobium,
Mesorhizobium e Allorhizobium.

- ePGPR: Bactérias que se desenvolvem extracelularmente nos tecidos das
raizes de diversas plantas, sem formar nddulos, mas promovendo o crescimento
vegetal através da producdo de sinais ou substancias especificas. Nesta categoria,
incluem-se bactérias dos géneros Bacillus, Pseudomonas, Serratia e Burkholderia.

A acdo das Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (RPCP)
pode ocorrer de maneira direta ou indireta. Diretamente, elas produzem compostos
gue atuam como reguladores vegetais fixam nitrogénio, sintetizam sideréforos,
solubilizam fésforo e aceleram os processos de mineralizagcédo (Persello-Cartieaux et
al., 2003). Indiretamente, as rizobactérias promovem a inducdo de resisténcia

sisttmica nas plantas, aumentam a tolerAncia a estresses abioticos devido a
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producédo de etileno enddgeno, produzem antibidticos e antagonizam fitopatdégenos,

entre outros efeitos (Oliveira et al., 2003).

3.3 Solubilizacéo de fosforo pelas bactérias

O fosforo (P) € um elemento essencial e insubstituivel em todas as células
vivas, sejam vegetais ou animais. As plantas absorvem grandes quantidades desse
nutriente da solucdo do solo na forma de ions ortofosfato, principalmente H, PO, ~ .
No entanto, a concentracéo de fésforo no solo € geralmente muito baixa, tipicamente
em torno de 10™ ®* mol L™ 1, dependendo da classe do solo (Roberts; Johnston, 2015).

E um dos nutrientes mais limitantes para o crescimento das plantas, e sua
deficiéncia pode causar atraso no desenvolvimento, além de interferir nos processos
de fotossintese, respiracdo, armazenamento e transferéncia de energia, divisdo
celular e crescimento das células vegetais (Hammond; White, 2008).

O fésforo nos solos esta presente em formas organicas (Po) e inorganicas
(Pi), que se diferenciam pelo grau de estabilidade ou solubilidade e,
consequentemente, pela disponibilidade para absorgcéo pelas plantas. O Pi pode
estar em solucéo (P-solucéo), precipitado com aluminio (Al), ferro (Fe) e calcio (Ca),
ou adsorvido aos 6xidos de Fe e Al na fracdo argila, todos em equilibrio com a
solugédo e compondo a fracéo labil de fosforo no solo (P l4abil). A fracdo néo labil é
composta por fosforo em compostos de baixa solubilidade (P mineralogicamente
estavel) ou adsorvido as particulas do solo, ndo estando essas formas em equilibrio
imediato com o P em solucdo (Novais; Smyth, 1999).

Segundo Rengel e Marschner (2005), o P é um nutriente limitante para o
crescimento das plantas, pois, apesar de o P total da maioria dos solos serem
relativamente elevado, o P disponivel para as plantas é muito baixo, principalmente
em solos tropicais intemperizados. O fosforo inorganico (Pi) € predominantemente
encontrado em complexos minerais insolUveis e precipitados. A matéria organica, por
sua vez, constitui entre 20% e 80% do fosforo organico (Po) presente nos solos
(Richardson, 1994). As principais reacfes de fixacdo de ions fosfato nos solos séo a
sorcao de fosfato nas superficies dos minerais de argila e, a precipitacdo de fosfato
por fons livres de AI**, Fe*" e Ca®* no solo (Havlin et al., 1999).

De acordo com Zhou et al. (1992), de modo geral, apenas 0,1% do fésforo

total presente no solo esta em uma forma sollvel, sendo prontamente disponivel
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para a absor¢cdo imediata pelas plantas. Portanto, a suplementacdo de fosforo é
necessaria na maioria dos solos agricolas, realizada através da adicdo de
fertilizantes quimicos sintéticos. Entretanto, estima-se que uma grande parte do
fésforo aplicado ao solo, e ndo absorvido pelas culturas (mais de 70%), permanece
no solo em formas que néo estéo disponiveis para as plantas (Pavinato et al., 2020).

Em condicGes tropicais, a precipitacdo e a fixacdo de fésforo sdo as
principais causas da baixa eficiéncia dos fertilizantes fosfatados soluveis, podendo
até 80% do fertilizante ser complexado com ions de ferro, aluminio e calcio
presentes no solo, o que reduz sua absorcdo pelas raizes (Novais et al., 2007).
Dessa forma, o uso de microrganismos que tém a capacidade de solubilizar fésforo
inorganico e mineralizar fésforo orgéanico, tornando-o disponivel para as plantas, é
uma estratégia importante para melhorar a eficiéncia do aproveitamento desse
nutriente no solo (Oliveira et al., 2009).

Os microrganismos solubilizadores de fosfato (MSF) desempenham um
papel crucial nas principais etapas do ciclo do fésforo (P) no solo, incluindo
processos como dissolucao-precipitacdo, mineralizacdo-imobilizacdo e sorcéo-
dessorcdo, promovendo assim o crescimento das plantas. De maneira geral, 0s
mecanismos utilizados por esses microrganismos transformam fésforo inorgéanico (Pi)
e fosforo organico (Po) insolaveis em formas solluveis de P, regulando a ciclagem
biogeoquimica do fosforo em agroecossistemas (Penn; Camberato, 2019).

Os compostos insoltveis de fésforo no solo podem ser solubilizados por
acidos organicos, fosfatases e agentes quelantes produzidos tanto por plantas
guanto por microrganismos. Bactérias solubilizadoras de fosfato (BSP) e espécies de
fungos tém a capacidade de aumentar a solubilizacdo desses compostos fosfatados
insoliveis (Son et al., 2006). Segundo Chen et al. (2006), dentro da populacéo
microbiana do solo, as bactérias solubilizadoras de fosfato (BSP) geralmente
representam entre 1% e 50%, enquanto os fungos solubilizadores de fosfato (FSP)
correspondem a cerca de 0,1% a 0,5% da populacdo total. Destacam-se as
bactérias dos géneros Bacillus, Pseudomonas, Azotobacter e Burkholderia, além dos
fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium (Kalayu, 2019).

Segundo Garg et al. (2001), entre os géneros bacterianos que s&o
conhecidos por esta capacidade, estdo as Pseudomonas, Burkholderia,
Rhizobium, Agrobacterium, Azotobacter e Erwinia. As bactérias frequentemente

solubilizam o fosforo mineral (inorganico) por meio da sintese de acidos
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organicos de baixo peso molecular, como o acido glucénico e o acido citrico
(Rodriguez et al., 2004). Essas bactérias solubilizadoras de fosfato transformam
formas inorganicas de fosfato, como Ca3(PO4),, FePO, e AIPO,, através da
producdo de acidos organicos, sideroforos e hidroxilas. O fosfato se liga aos
grupos hidroxila e carboxila quelantes, liberando cations que causam a
acidificacdo do solo, resultando na liberacdo de fosfato sollvel (Kpomblekou;
Tabatabai, 1994).

3.4  Solubilizagdo de Zinco pelas bactérias

O zinco é um elemento essencial para o desenvolvimento das plantas uma
vez que atua como ativador de vérias enzimas do metabolismo vegetal. Nos solos
tropicais apresenta-se pouco disponivel para as plantas devido ao processo de
adsorcéao do zinco no solo (Dechen; Nachtigall, 2007).

Segundo Tripathi et al. (2015), nas plantas, o zinco desempenha um papel
crucial na regulacdo nutricional, crescimento reprodutivo, sintese de clorofila,
producdo de carboidratos e no desenvolvimento de frutos e sementes. Ele atua
como cofator regulador de uma ampla gama de enzimas e proteinas, principalmente
relacionadas ao metabolismo de carboidratos, fotossintese, conversao de acucares
em amido, metabolismo proteico, metabolismo de auxinas (reguladores de
crescimento), formacdo de podlen, manutencdo da integridade das membranas
bioldgicas e resisténcia a infeccbes (Alloway, 2008). Além disso, o0 zinco controla a
producdo de reguladores de crescimento essenciais que influenciam tanto o
crescimento quanto o desenvolvimento das plantas e esta envolvido em processos
de multiplicacdo e crescimento celular (Yamada, 1996).

O contetdo total de zinco no solo depende do material de origem.
Normalmente, a concentracdo de zinco nos solos varia de 10 a 300 mg kg -1, com
um teor médio de 50 mg kg-1 (Mousavi, 2011). Solos derivados de rochas igneas
bésicas tendem a ser mais ricos em Zn em comparacao com aqueles originados de
rochas sedimentares (Abreu et al., 2007).

O Zn possui um alto efeito residual em solos muito intemperizados, ligando-
se preferencialmente a fracao argila. Aliado ao seu alto poder residual, 0 Zn tem uma

alta afinidade pela matéria organica (Silveira, 2002).
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No Brasil, estudos indicam que a deficiéncia de zinco é mais acentuada na
regido do Cerrado (Marques et al., 2004), sendo o Zn sendo consistentemente o
micronutriente mais limitante para o desenvolvimento das pastagens nessa area
(Vendrame et al., 2007).

Segundo Inocéncio (2012), a dinamica do zinco no solo é bastante
complexa, com uma baixa taxa de perda por lixiviacdo devido a sua alta afinidade
pelos colbéides minerais do solo.

A disponibilidade de zinco nos solos e sua absorcdo pelas plantas sao
influenciadas por diversos fatores, como pH, textura (teores de argila), matéria
organica (Saffari et al., 2009), 6xidos de ferro, aluminio e manganés, salinidade,
capacidade de troca de cations (CTC), umidade e temperatura do solo, material
parental, quantidade de 6xidos de Fe e hidroxidos no solo, interagdo com outros
nutrientes, formagcdo de micorrizas e praticas de manejo (Chatzistathis, 2014).
Embora as concentracdes totais de Zn nos solos brasileiros sejam altas, apenas
uma pequena fracéo esta biodisponivel (Valladares et al., 2009).

De acordo com Cakmak (2008), a deficiéncia global de zinco (Zn) nas
culturas ndo se deve a escassez total desse micronutriente, mas a sua baixa
solubilidade nos solos. Para remediar essa deficiéncia, geralmente sdo aplicados
fertilizantes quimicos, que podem causar impactos ambientais negativos. Uma
alternativa sustentavel é o uso de microrganismos do solo com capacidade de
solubilizar Zn. Diversas bactérias, como Pseudomonas sp., Bacillus sp. e
Burkholderia cenocepacia, tém sido identificadas por converter formas insolUveis de
Zn em formas sollveis, aumentando a disponibilidade e absorcdo pelas plantas
(Khande et al., 2017). Essas bactérias solubilizadoras de Zn operam por meio de
mecanismos como acidificacdo, producdo de siderdforos e sistemas oxirredutivos
nas membranas celulares (Saravanan et al., 2011). Elas produzem &cidos organicos
no solo que sequestram os cations de zinco e quelatam o zinco, aumentando sua
solubilidade (Jones; Darrah, 1994).

3.5 Producao de amilase

O amido é um polissacarideo de reserva amplamente encontrado em plantas,
servindo como uma fonte essencial de energia tanto para plantas quanto para

microrganismos do solo. Sua degradacéao e solubilizacdo sdo processos criticos que
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influenciam a saude do solo e a eficiéncia do uso de nutrientes. No contexto das
bactérias promotoras de crescimento (BPC), a solubilizacdo do amido desempenha
um papel fundamental na promocdo do crescimento das plantas e na
sustentabilidade agricola (Khan et al., 2009).

O amido é composto por dois polimeros de glicose: amilose e amilopectina.
A amilose € uma cadeia linear de unidades de a-D-glicose unidas por ligagdes a-1,4-
glicosidicas, enquanto a amilopectina é uma estrutura ramificada com ligagdes a-1,4
e a-1,6-glicosidicas. Esta estrutura permite ao amido atuar como uma eficiente
reserva de energia, mobilizada quando necessario para processos metabdlicos em
plantas e microrganismos (Tester et al., 2004).

Bactérias do solo que degradam o amido desempenham um papel crucial no
ciclo do carbono, decompondo o amido em agucares mais simples que podem ser
facilmente assimilados por plantas e outros microrganismos. Enzimas como a
amilase catalisam a hidrélise das ligacdes glicosidicas, liberando moléculas de
glicose e maltose. Este processo ndo apenas facilita a disponibilidade de
carboidratos, mas também enriquece a matéria organica do solo (Gupta et al., 2003).

Segundo Khan et al. (2009), as interacdes entre plantas e bactérias que
degradam o amido sdo benéficas para ambas as partes. As plantas fornecem
exsudatos radiculares ricos em amido e outros polissacarideos, que servem como
fonte de nutrientes para as bactérias. Em troca, as bactérias promovem a saude das
plantas ao liberar aclucares simples, melhorar a estrutura do solo e aumentar a
disponibilidade de nutrientes. Essa relagdo simbidtica é essencial para a
manutencdo de um ecossistema agricola equilibrado.

A degradacéo do amido por BPC contribui significativamente para a melhoria
da qualidade do solo. O aumento da matéria organica do solo, resultante da
decomposicdo do amido, melhora a capacidade de retencdo de agua, a aeracao e a
fertilidade geral do solo. Estudos demonstram que a presenca de BPC pode levar a
um aumento na biomassa das plantas e no rendimento das culturas, devido a melhor
disponibilidade de nutrientes (Vessey, 2003).

Segundo Bashan et al. (2014), a pesquisa sobre bactérias que degradam o
amido tem potencial para o desenvolvimento de biofertilizantes inovadores. Tais
biofertilizantes podem reduzir a dependéncia de fertilizantes quimicos, promovendo

praticas agricolas mais sustentaveis. O uso de biofertilizantes baseados em BPC
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pode resultar em um ciclo de nutrientes mais eficientes, menor impacto ambiental e
custos reduzidos para os agricultores.

As bactérias promotoras de crescimento (BPC) sdo capazes de degradar
amido através de varios mecanismos enzimaticos. Esses mecanismos sao
fundamentais para a degradacdo do amido em formas mais simples de agUcares,
gue sao mais facilmente absorvidas pelas plantas. Os principais mecanismos

incluem:

e Producdo de amilases: as amilases sdo enzimas que catalisam a
hidrélise do amido em acucares mais simples, como a maltose e a
glicose. As bactérias do solo, como as pertencentes aos géneros
Bacillus e Pseudomonas, produzem amilases extracelulares que
degradam o amido em dextrinas e agucares soluveis (Gupta et al., 2003).

e Hidrolise enzimatica: a hidrolise enzimatica do amido envolve a quebra
das ligacdes glicosidicas. As enzimas amiloliticas incluem a-amilase, -
amilase, glucoamilase e pullulanase. Cada uma dessas enzimas atua
em diferentes pontos das moléculas de amido, facilitando sua completa
degradacéo (Tester et al., 2004).

e Despolimerizacdo e fermentacédo: além da hidrolise, algumas bactérias
podem fermentar os produtos da degradacdo do amido, produzindo
acidos organicos que ajudam na solubilizacdo de outros nutrientes no
solo. Este processo € crucial para a mobilizacdo de fosforo, potéassio e
outros micronutrientes que estdo frequentemente associados a
complexos organicos no solo (Penn; Camberato, 2019).

e Interacdo com outros microrganismos: as BPC frequentemente
interagem com fungos micorrizicos e outras bactérias, criando um
ambiente mais favordvel para a degradacdo do amido e a
disponibilizagdo de nutrientes. Essas interacfes sinérgicas sao
essenciais para a eficiéncia dos processos biogeoquimicos no solo
(Walker et al., 2003).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Caracterizacdo da area experimental

O ensaio foi realizado nas instalagbes do laboratério AGROLAB,
especializado na analise de sementes e situado na Avenida do Povo, esquina com
VMS Qd. 35 Lt. 1, Villa Multirdo Il, em Goiania, Goias.

4.2 Anédlise estatistica

O experimento foi conduzido utilizando um delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com 10 tratamentos e 3 repeticdes para cada meio de cultura
(Fosforo, Zinco e Amido). As médias obtidas foram submetidas a andlise estatistica

utilizando o teste de Scott-Knott, com um nivel de significancia de 5%.

4.3 Tratamentos

Foram utilizadas 10 isolados bacterianos AGL1, AGL2, AGL4, AGL9, AGL14,
AGL17, AGL21, AGL22, AGL24 e AGL26, da colecdo de microrganismos benéficos
do laboratério AGROLAB. Antes da conducdo dos ensaios, os isolados bacterianos
foram cultivados em meio de caldo nutriente (8gL-*) por 24 horas a 28 °C.

4.4  Preparo do Caldo Nutriente

O Caldo Nutriente foi preparado com os seguintes componentes: cloreto de
sédio (5,0 g), peptona (10,0 g), extrato de carne (3,0 g) e agua destilada (1 L). Para
o preparo, foram inicialmente adicionados aproximadamente 250 mL de &gua
destilada em um frasco de vidro de 1000 mL. Os reagentes foram adicionados na
ordem descrita acima, agitando-se bem entre cada adicdo. O volume foi entdo
completado até 1000 mL com 4gua destilada.

O meio preparado foi distribuido em 10 frascos Erlenmeyer de 125 mL cada,
adicionando-se 75 mL do meio em cada frasco. Em seguida, os frascos foram
vedados com algoddo e papel aluminio. Apés o vedamento, os frascos foram

autoclavados a 121°C por 40 minutos.
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Apo6s o resfriamento, os frascos Erlenmeyer foram transferidos para a
camara de fluxo laminar, onde as 10 bactérias foram inoculadas no meio
utilizando micropipetas com um volume de 100 uL. Apés a inoculacao, os frascos
foram colocados em uma mesa de agitacdo constante a 150 rpm, conforme
mostrado nas Figuras 1, 2 e 3. O volume total de cada uma das 10 suspensdes
bacterianas foi entdo utilizado para formar os 3 meios especificos: 1) Fosforo, 2)

Zinco e 3) Amilase.

Figura 1. Meio Nutriente no Erlenmeyer e outoclave.

Fonte: a autora, 2024.

Figura 2. Micropipeta de 100ul microlitros e Erlenmeyer dentro da camera de fluxo-
multiplicacéo bactérias.

Fonte: a autora, 2024.
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Figura 3. Mesa de agitacéo constante de 150 rpm.

Fonte: a autora, 2024.

45 Meios de cultura

Os meios de Foésforo, Zinco e Amilase foram preparados utilizando um
pHmetro para avaliar o pH da &gua, para o preparo de cada meio a seguir sera
mencionado qual o pH ideal. Apés a preparacdo, os meios foram autoclavados e
todas as placas foram inundadas com uma solucdo de iodo a 1% e iodeto de
potassio a 2%, para avaliar o diametro do halo (DH) e o diametro da colénia (DC).

Para determinar o indice de Solubilizac&o (IS), foi observada a presenca ou
auséncia de um halo ao redor das colbnias bacterianas. O halo se forma devido a
capacidade das bactérias em realizar a solubilizacdo do fosforo e do zinco presente
no meio de cultura, e da degradacdo da amilase. O diametro do halo (DH), que
representa a area clara ao redor da coldnia, e o diametro da prépria col6énia (DC)
foram medidos para quantificar essas atividades (Figura 4). O indice de
Solubilizagdo (IS) foi calculado utilizando a seguinte equacgdo: Iindice de
Solubilizacdo = Diametro do halo/Diametro da coldnia. Este indice € utilizado para
determinar o grau de solubilizacdo pelas bactérias, proporcionando uma medida
guantitativa da eficiéncia desse processo bioldgico.
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Figura 4. Diametro da col6nia e diametro do halo, utilizados para calcular o indice de Solubilizagéo

(IS).

Diametro
da Coldnia

Diametro do Halo

Fonte: a autora, 2024.

4.5.1 Producdo de solubilizadores (colorimétrico e quantitativo)

4511 Fdésforo (colorimétrico e quantitativo)

Para o preparo do meio, adicionou-se fosfato insolivel ao meio de cultura da
seguinte maneira: Foram preparadas duas solu¢des, uma de K;HPO, a 10% em 100
mL, e outra de CaCl2 a 10% em 50 mL, as quais foram autoclavadas
separadamente (Figura 5). Essas solucdes foram entdo adicionadas a 850 mL do
meio de cultivo NBRIP (glicose (10g)), MgCl,6H,0 (5g), MgSO, (0,25g), KCI (0,29),
(NH4)2S04 (0,19), agar (159), agua destilada (1L), pH 7,0 dos reagentes (Sylvester-
Bradley et al., 1982). Ap0Os a preparacao, o meio foi vertido em placas de Petri.

Foi transferido 10 uL (108UFC/mL), de cada isolado bacteriano (tratamentos)
para as placas de Petri. Em seguida, as mesmas, foram incubadas a 28 °C. Apés 7
dias, a atividade de solubilizagdo do fosfato foi determinada pela presenca ou

auséncia de halo ao redor das col6nias.
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Figura 5. Solugbes de K2HPO4 (fosfato de potassio) e CaCl2 (cloreto de calcio) .

et

Fonte: a autora, 2024.

45.1.2 Zinco (colorimétrico e quantitativo)

Para o preparo do meio de cultura, foi utilizado 10g L-' de glicose: 2g,
K2HPO4 (fosfato de potassio dibasico): 0- Peptona: 1,59, MgS0O4.7H20 (sulfato de
magnésio): 0,2g, extrato de levedura: 2g, acido glutamico: 1,5g, ZnO (6xido de zinco):
1,29, Agar: 15g em agua destilada: 1L, e em seguida ajustou-se o pH para 6,0
(Berraquero et. al., 1976). Apés a preparacédo, o meio foi vertido em placas de Petri.

Foi transferido 10 uL (108UFC/mL) de cada isolado bacteriano (tratamento)
para as placas de Petri. Em seguida, as mesmas, foram incubadas a 28 °C por 7
dias. A solubilizacdo do Zn foi determinada pela presenca ou auséncia de halo ao

redor das colonias.

4.5.2 Producgéo de Enzimas Extracelulares (Colorimétricos)

4521 Amilase

Utilizou-se meio de cultura Glucose Yeast Extract Peptone Agar (GYP)
contendo glicose (1g), extrato de levedura (0,1g), peptona (0,5g), agar (16g) e agua
destilada (1L), com um pH de 6,0. O meio foi suplementado com 0,2% de amido

soluvel. Apos a preparacdo, o meio foi vertido em placas de Petri (Figura 6).
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Foi transferido 10 uL (108UFC/mL) de cada isolado bacteriano (tratamento)
para as placas de Petri. Em seguida, as mesmas, foram incubadas a 28 °C por 5
dias (Figura 7).

Em seguida, as placas foram inundadas com uma solugéo de iodo a 1% e
iodeto de potassio a 2% e deixadas em repouso por uma hora. A atividade da
amilase foi determinada pela presenca ou auséncia de halos ao redor das colénias,
conforme descrito por Hankin e Anagnostakis (1975) e Sunitha et al.(2013),(Figura 8).

Figura 6. Vertendo o meio em placas de Petri, dentro
da céamera de fluxo.

Fonte: a autora, 2024.

Figura 7. Micropipeta regulada para 10ul microlitros e placas de Petri dentro
d camera de fluxo (Plaqueamento de bactélrias).

Fonte: a autora, 2024.
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Figura 8. Placa com solucéo de iodo a 1%
em iodeto de potassio a 2%.

r...J_;.’_
o .

Placa de Petri

Bactéria

Solubilizagdo

Fonte: a autora, 2024.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os varios métodos estatisticos da literatura, a analise de variancia
(ANOVA) tornou-se uma das mais importantes na analise de experimentos,
informando ao pesquisador quando existe ou ndo diferenga estatisticamente
significante entre seus diversos tratamentos. Entretanto, na maioria dos casos, tal
informacdo ndo é suficiente para determinar uma tomada de decisdo, sendo
necessaria uma maior investigacao sobre quais tratamentos ou quais grupos de
tratamentos diferem entre si. Surgindo, assim, diversas analises de comparacdes
multiplas, dentre elas, o método de aglomeracao de Scott-Knott (Scott & Knott, 1974),
gue sofre uma limitacdo importante: s6 pode ser aplicado em tratamentos

balanceados.
5.1 Fésforo

Os isolados AGL 2 e AGL 14 se destacaram por apresentarem 0s maiores

indices de solubilizacdo de fosforo. O isolado AGL 14 apresentou indice de
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solubilizacdo de fosforo significativamente superior a todos os demais isolados
enguanto AGL 26 ndo apresentou nenhuma atividade de solubilizacdo (Tabela 1).

Isso sugere que essas cepas podem ser particularmente Uteis em ambientes
onde a solubilizacédo eficiente de fésforo é crucial para melhorar a disponibilidade
desse nutriente para as plantas (Khan et al., 2007).

De acordo com os indices de solubilizacdo, os isolados AGL 1 e AGL 26
podem ser classificados como estirpes de baixa solubilizacédo (IS < 2), os isolados
AGL 21, AGL 17, AGL 22, AGL 4, AGL 24 e AGL 9, média solubilizagdo (2=<1S<4)e
AGL 2 e AGL 14, alta solubilizagéo (IS > 4) (Berraquero et al., 1976), (Tabela 1).

A variacao nos indices de solubilizacdo entre os isolados pode ser atribuida
a diferencas na capacidade de producdo de acidos organicos e outras substancias
que facilitam a solubilizacao de fosfatos insoluveis (Rodriguez; Fraga, 1999).

O meio de cultura utilizado contém fonte insoltvel de P que na presenca de
cloreto de calcio e substancias liberadas pelos microrganismos, como acidos
organicos e enzimas no meio circundante, sofre processo de solubilizacdo que é
evidenciado pela formacdo de um halo translicido ao redor das colbnias que
apresentam capacidade solubilizadora (Souchie et al., 2005), (Figura9).

A capacidade de microrganismos em solubilizar fosfato esta diretamente
relacionada a producdo de acidos organicos, os quais desempenham um papel
crucial na quebra das ligagcbes quimicas que retém o nutriente (Silva Filho; Vidor,
2000). Estudos indicam que a fonte de carbono utilizada pode influenciar
significativamente a producdo desses &cidos e, consequentemente, a eficacia do
processo de solubilizac&o (Barroso; Nahas, 2008).

Esses resultados fornecem uma base para a selecdo de isolados
bacterianos eficientes para uso em biofertilizantes, contribuindo para a melhoria da
disponibilidade de fésforo em solos agricolas. No entanto, € essencial conduzir
pesquisas direcionadas para selecionar microrganismos adaptados as condicdes
especificas de cultivo, a fim de maximizar a eficiéncia da solubilizacdo de fésforo no

contexto agricola (Moreira; Siqueira, 2006).
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Tabela 1. Média do indice de solubilizac&o de fosforo dos isolados bacterianos. Teste de Scott-Knot a
5% de significancia. Goiania, Goias, 2024.

ISOLADOS BACTERIANOS INDICE DE SOLUBILIZACAO
AGL 26 0,00 A
AGL1 197 B
AGL 21 2,05B
AGL 17 2,29B
AGL 22 250C
AGL 4 260C
AGL 24 264C
AGL 9 2,74 C
AGL 2 4,06 D
AGL 14 4,67 E

Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo se diferem entre si. C.V. - (%) = 10.67 / Média geral:
2.55/ Naumero de observacgdes: 30.

Figura 9. Média do diametro do halo e da coldnia dos isolados bacterianos, no meio Fésforo.
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Fonte: a autora, 2024.

As bactérias AGL2 e AGL14 podem ser recomendadas para a utilizacdo da
cultura do milho, pois Coelho (2006) diz que as doses recomendadas de fosforo sdo
geralmente altas, devido a baixa eficiéncia de aproveitamento desse nutriente pela
cultura, que varia entre 20% e 30%. Isso ocorre pela alta capacidade de fixacdo do
fésforo no solo através de mecanismos de adsorcdo e precipitacdo, reduzindo sua
disponibilidade para as plantas. Culturas de rapido crescimento e ciclo curto, como o
milho, exigem niveis mais elevados de fosforo em solu¢cdo e uma reposicdo mais

rapida do fosforo adsorvido (Coelho, 2006).
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5.2 Zinco

A andlise dos indices de solubilizacdo de zinco dos isolados bacterianos
revelou uma ampla variagdo em suas capacidades, conforme apresentado na Tabela
2. Os diametros médios de halo de solubilizagcdo de zinco para AGL 2, AGL 9 e AGL
4 foram de 6,17 cm, 7,17 cm e 7,50 cm, respectivamente. Estes valores destacam a
capacidade dessas cepas em formar zonas claras ao redor das coldnias, indicativas
de atividade solubilizadora de zinco (Sunithakumari; Haldavanekar, 2016), (Figura
10).

Os isolados AGL 26 e AGL 21 podem ser classificados como estirpes de
baixa solubilizac&o (IS < 2), os isolados AGL 1, AGL 24, AGL 17 e AGL 14, AGL 22,
AGL 4 e AGL 9, média solubilizagédo (2 < IS <4), e o isolado AGL 2, alta solubilizagédo
(IS > 4) (Berraquero et al., 1976), (Tabela 2).

De acordo com Gyaneshwar et al. (2002), indices de solubilizacdo acima de
4 sao considerados elevados, indicando uma eficiéncia notavel na capacidade de
solubilizar nutrientes essenciais.

A capacidade observada em AGL 2, AGL 9 e AGL 4 pode ser atribuida a sua
habilidade de produzir acidos organicos, como acido citrico e acido oxalico, que séo
conhecidos por sua capacidade de solubilizar compostos de zinco insolaveis (Gandhi;
Muralidharan, 2016).

Essa habilidade é particularmente relevante para a agricultura, onde a
disponibilidade de zinco pode limitar o crescimento das plantas, especialmente em
solos pobres neste micronutriente (Hussain et al., 2015).

Segundo Desai et al. (2012), a solubilizacdo de zinco por microorganismos
pode ocorrer através de varios mecanismos, como a producdo de acidos organicos
(por exemplo, acido citrico, acido oxalico), que diminuem o pH do meio e facilitam a

liberacdo de zinco a partir de compostos insolaveis.
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Tabela 2. Média do indice de solubilizag&o de zinco dos isolados bacterianos. Teste de Scott-Knot a
5% de significancia. Goiania, Goias, 2024.

ISOLADOS BACTERIANOS INDICE DE SOLUBILIZACAO
AGL 26 1,89 A
AGL 21 1,93A
AGL1 2,18 A
AGL 24 2,28 A
AGL 17 2,42 A
AGL 14 2,44 A
AGL 22 3,68 B
AGL 4 3,80 B
AGL9 3,98 B
AGL 2 6,16 C

Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo se diferem entre si. C.V. - (%) = 11.85 / Média geral:
2.80/ Numero de observacdes: 30.

Figura 10. Média do diametro do halo e da colbnia dos isolados bacterianos, no meio Zinco.
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Fonte: a autora, 2024.

A bactéria AGL2 pode ser indicada para o cultivo de arroz e milho. Segundo
Crusciol (2005), no Brasil, um terco do arroz produzido € cultivado em sistema de
terras altas, com a maior parte concentrada no Cerrado. Os solos dessa regido sao
frequentemente submetidos a preparos e correcbes de pH, o que pode limitar a
disponibilidade de alguns micronutrientes, incluindo o zinco (Zn) (Crusciol et al.,
2005).

O zinco também é um micronutriente mais limitante para a producédo de
milho, com sua deficiéncia sendo muito comum na regido central do pais, onde

predominam os solos sob vegetacdo de cerrado (Coelho, 2006).
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5.3 Amilase

Os dados obtidos da atividade de amilase revelam uma variacao significativa
entre os isolados bacterianos testados. A atividade de amilase, medida pelo diametro
do halo de degradacao ao redor das colbnias, é indicativa da capacidade das cepas
em hidrolisar o amido presente no meio de cultura.

Os diametros médios de halo de solubilizacdo de amido para AGL 2, AGL 4,
AGL 9, AGL 22 e AGL 1 variaram de 6,33 cm a 6,83 cm, destacando-se pela ampla
area de degradacao ao redor das colénias (Dey et al., 2017), (Figura 11).

AGL 2 e AGL 4 apresentaram 0s maiores indices de solubilizacdo de amido,
com valores de 2,60 e 2,53 respectivamente, seguidos por AGL 9, AGL 22, AGL 1,
AGL 21 e AGL 17, com indices variando de 2,01 a 2,27. Esses resultados sugerem
gue essas cepas possuem uma significativa capacidade de produzir amilase, o que
pode ser benéfico em aplicacdes biotecnoldgicas, como na inddstria de alimentos e
na producao de biocombustiveis (Souza; Magalhdes, 2010), (Tabela3).

A utilizacdo de bactérias produtoras de amilase na agricultura é uma area
promissora de biotecnologia agricola. Estas bactérias tém a capacidade de produzir
a enzima amilase, que degrada o amido em acucares simples. Segundo
Bhattacharyya e Jha (2012), as bactérias produtoras de amilase ajudam na
decomposicdo da matéria organica presente no solo, convertendo amidos
complexos em acucares simples que podem ser mais facilmente absorvidos pelas
plantas.

As bactérias produtoras de amilase podem ser incluidas em formulagcdes de
biofertilizantes, que séo aplicados ao solo ou as sementes para promover um melhor
crescimento das plantas e melhorar a produtividade das culturas (Naveed et al.,
2014).
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Tabela 3. Média do indice de solubilizacdo de amido dos isolados bacterianos. Teste de Scott-Knot a
5% de significancia. Goiania, Goias, 2024.

ISOLADOS BACTERIANOS

INDICE DE SOLUBILIZAGAO

AGL 14
AGL 26
AGL 24
AGL1
AGL 21
AGL 17
AGL 22
AGL9
AGL 4
AGL 2

1,22 A
1,67 B
1,72 B
2,01C
2,02C
2,05C
2,21C
2,27 C
2,53D
2,60 D

Médias seguidas da mesma letra na coluna, nédo se diferem entre si. C.V. - (%) = 9.30 / Média geral:

1.85/ Numero de observagoes: 30.

Figura 11. Média do didmetro do halo e da col6nia dos isolados bacterianos, no meio Amilase.
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6. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo destacam os isolados AGL 2, AGL 14, AGL 9 e
AGL 4 como promissores devido a sua alta capacidade de solubilizacdo de fésforo,
zinco e producdo de amilase, essenciais para o crescimento vegetal. Estas cepas
demonstraram potencial para aplicacfes futuras em biofertilizantes e biotecnologia
agricola, ressaltando a importancia de pesquisas continuas para otimizar sua

eficiéncia e adaptabilidade as condi¢gbes especificas de cultivo, (Figura 12).

Figura 12. Isolados AGL 2, AGL 14, AGL 9 e AGL 4.

Isolado Solubilizacéo de Fosforo Solubilizacéo de Zinco Producéo de Amilase
AGL?2 Alto Alto Alfo

AGL 14 Alto Médio Baixo

AGLY Médio Alto Médio

AGL 4 Médio Alfo Alfo

Fonte: a autora, 2024.
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