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Resumo — Os solos tropicais das areas agricolas do Brasil geralmente
apresentam condi¢cao acida e predominio de fosfato de ferro (P-Fe), o que
resulta em baixa disponibilidade de fésforo (P) para as plantas e reduz a
produtividade das culturas. Para suprir essa caréncia € necessaria a aplicagao
de grandes quantidades de fertilizantes fosfatados. Alternativamente,
alguns microrganismos presentes no solo ou que habitam o interior das
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plantas sao capazes de solubilizar formas nao disponiveis de P, como os
P-Fe. Neste caso, pouco se conhece sobre os mecanismos envolvidos na
solubilizagdo do fosfato de ferro e quais seriam as substancias produzidas
pelos microrganismos neste processo. Existem pesquisas que indicam os
acidos organicos e os sideréforos, que sdo moléculas organicas de baixo
peso molecular com altissima afinidade por ferro. O objetivo do presente
trabalho foi avaliar o potencial de rizobactérias e endofiticos na solubilizagéo
de fosfato de ferro (P-Fe) e quantificar sua producéo de sideréforos, visando
obterisolados eficientes para utilizagao futura como inoculantes na agricultura.
Foram reativados em meio BDA a 28 °C, trinta isolados de microrganismos
mantidos na Colecado de Microrganismo Multifuncionais e Fitopatogénicos
da Embrapa Milho e Sorgo (CMMF). Os microrganismos foram avaliados
quanto a capacidade de solubilizagado de fosfatos em meio de cultura liquido
contendo fosfato de ferro, e também tiveram sua produgcao de sideroforos
quantificada. Os isolados mais eficientes na solubilizagdo de fosfato de ferro
foram as bactérias B1924 (Klebsiella pneumoniae), B1917 (Enterobacter) e
B1926 (bactéria ndo identificada) que solubilizaram entre 231,72 mg P. L' a
182,58 mg P. L' e promoveram uma variagdo do pH do meio de 6,80 para
3,96; 6,80 para 4,04; 6,80 para 4,38, respectivamente. Esta variagdo do
pH do meio indica que pode ter ocorrido a produgédo de acidos organicos
como o principal mecanismo de solubilizacdo de P. A maior produgédo de
sideroéforos foi obtida utilizando um tempo de cultivo de 72 h, com destaque
para as bactérias B1928 (Burkholderia gladioli), B2081 (Bacillus cereus),
B2106 (Bacillus megaterium) e B2103 (Pantoea ananatis) que produziram
mais de 20 uM de siderdforos neste tempo de cultivo. E 82% dos isolados
que solubilizaram o P-Fe produziram sideréforos. Estas rizobactérias e
microrganismos endofiticos sdo potenciais candidatos para serem utilizados
em experimentos futuros de campo e casa de vegetacdo, visando uma
maior absorg¢ao de fosfato pela cultura de milho em solos tropicais com altas
concentracdes de fosfato de ferro.

Termos para indexagdo: biossolubilizacdo de fdsforo, inoculantes,
mecanismos de solubilizagado de fosfato ferro
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Potential of Rhizospheric and Endophytic
Corn Microorganisms in Solubilizing Iron
Phosphate and Producing Siderophores

Abstract — Brazilian tropical soils usually present acidic condition and pre-
dominance of iron phosphate (Fe3P0O4), which results in low availability of
phosphorus (P) for the plants and reduces crops productivity. As a result, large
quantities of phosphate fertilizers are normally used to increase P availabil-
ity in the soil. Alternatively, some rhizosphere and endophytic microorgan-
isms are able to solubilize insoluble forms of P. These microorganisms may
solubilize iron phosphate, for example, by the production of siderophores,
which are low molecular weight organic compounds having high affinity for
iron. The aim of this study was to assay the siderophores production and iron
phosphate solubilization by rhizobacteria and endophytic microorganisms, in
order to obtain efficient P-solubilizing isolates to be applied as biofertilizers
in agriculture. Thirty isolates of microorganisms from the Embrapa Milho e
Sorgo institutional culture collection (CMMF — Colecdo de Microrganismos
Multifuncionais e Fitopatogénicos) were activated by plating on potato dex-
trose agar (PDA) and incubated at 30 °C for 1-2 days. Soluble phosphate was
determined in the supernatant after growth in liquid culture containing iron
phosphate as unique source of P. Siderophores production was estimated
by the Chrome Azurol S (CAS) liquid assay after growth in TSB at 30 °C
for 72h. The most efficient strains in solubilizing iron phosphate were B1924
(Klebsiella pneumoniae), B1917 (Enterobacter) and B1926 (unidentified bac-
teria). The amount of P solubilized by these strains varied from 231,7 mgP.L-1
to 182,58 mgP.L-1and the P solubilization was coupled with a decrease in pH
values. The highest production of siderophores occurred after 72h of culture,
where more than 20 uM siderophores were estimated for the isolates B1928
(Burkholderia gladioli), B2081 (Bacillus cereus), B2106 (Bacillus megaterium)
and B2103 (Pantoea ananatis). Although the isolate B1924 showed both high
P solubilization and siderophores production, in generally, there was no sig-
nificant correlation between iron phosphate solubilization and siderophores
production. The rizobacterias and endophytic microorganisms reported in this
study represent potential candidates for biofertilizers development. However,
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greenhouse and field experiments are needed to test whether, in fact, these
microorganisms can contribute to phosphate uptake by.

Index terms: Siderophores; Rizobacterias; Solubilization of iron phosphate
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Introducao

Os solos tropicais das areas agricolas do Brasil geralmente apresentam
condic¢des acidas e predominio de fosfato de ferro (P-Fe), o que resulta em
baixa disponibilidade de fésforo (P) para satisfazer as necessidades das
plantas (Novais; Smyth, 1999). A baixa disponibilidade deste nutriente no
solo é um dos fatores que mais comprometem o crescimento dos vegetais
(Barroso; Nahas, 2005). Com intuito de minimizar este problema, é necessaria
a aplicagdo de elevadas quantidades de fertilizantes fosfatados, método
que onera os custos de produgédo, comprometendo a sustentabilidade e
competitividade do agronegdcio brasileiro (Rodrigues et al., 2015). Além disso,
a maioria dos fertilizantes fosfatados, como os superfosfatos ou fosfatos de
amoénio, € obtida quimicamente a partir de rocha de fosfato extraida em minas,
que envolve gastos significativos de energia provenientes de fontes nao
renovaveis para seu processamento, seu transporte e sua distribuigdo. Por
isso, tem-se buscado estratégias alternativas para o aumento da eficiéncia da
adubacao fosfatada do solo (Khan et al., 2010).

No solo, o P pode ser encontrado na forma organica e forma inorganica
em rochas e fosfatos precipitados no solo (Souza et al., 2004). O P é um
elemento subordinado a inUmeros processos biogeoquimicos que alteram
sua disponibilidade. Dentre esses processos destaca-se a dissolugéo de
fosfatos, que o torna disponivel para as plantas (Whitelaw, 2000; Goldstein et
al., 2003; Oliveira et al., 2009). Os microrganismos encontrados na rizosfera
e os endofiticos como Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas
(BPCP) tém despertado interesse entre os pesquisadores, uma vez que
podem promover o crescimento das plantas (Araujo et al., 2000; Rosenblueth;
Martinez-Romero, 2006; Hamayun et al., 2009; Montafiez et al., 2012),
através de mecanismos como fixagao biolégica de nitrogénio, solubilizacao
de fosfato inorgénico, producao de fito-horménios e sideréforos (Shahab et
al., 2009; Vasconcellos et al., 2010).

As bactérias solubilizadoras de fosfato contribuem ativamente no ciclo
do fésforo, aumentando assim a biodisponibilidade deste elemento para
absorcao pelas plantas (Mardad et al., 2013). Os microrganismos utilizam
mecanismos diferentes para converter formas pouco sollveis de fosfato em
soluveis, como processos de acidificagdo, quelacido e reacdes de troca, mas
o mecanismo fundamental de solubilizacao é a liberacdo de metabdlitos como
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os acidos organicos (Hameeda et al., 2008; Young et al., 2013). Os acidos
organicos secretados pelos microrganismos podem dissolver diretamente os
metais dos fosfatos, que atuam como agentes quelantes liberando fosfato
soluvel ou podem reduzir o pH do meio (Salih et al., 1989; Nahas, 1991) para
a solucao do solo (Whitelaw, 2000).

Outro mecanismo provavel de solubilizagcdo de P é a produgdo de
siderdforos. Os sideroforos sdo compostos do metabolismo secundario
produzidos por algumas espécies de microrganismos, cuja fungéo principal
€ complexar metais, em especial ferro em estado insoluvel. Existem relatos
de microrganismos do solo que solubilizam formas nao disponiveis de P
fixado em moléculas de ferro por meio da utilizagao de sideréforos (Sharma
et al., 2013; Santos et al., 2014). Além da captacdo de P complexado a Fe
no solo, estas substancias organicas também podem atuar no biocontrole de
patdgenos (Barroso; Nahas, 2005). No entanto, pouco se conhece sobre a
participacao desta substancia como mecanismo de solubilizagao dos fosfatos
de ferro.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial biotecnolégico
de rizobactérias e endofiticas na solubilizagdo de fosfato de ferro (P-Fe) e
quantificar a produgao de sideroforos, visando entender os mecanismos
envolvidos na biossolubilizagdo deste fosfato e obter isolados eficientes para
utilizacédo como inoculantes na agricultura.

Material e Métodos

Foram utilizados trinta microrganismos rizosféricos e endofiticos de milho,
mantidos na Coleg¢do de Microrganismos Multifuncionais e Fitopatogénicos
da Embrapa Milho e Sorgo (CMMF) e avaliados previamente quanto a
solubilizacao de fosfato de célcio e identificados geneticamente (Oliveira et
al., 2009; Abreu et al., 2017; Ribeiro et al., 2015). Os microrganismos foram
reativados em meio de cultura BDA a uma temperatura de 28 °C.
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Eficiéncia de rizobactérias e microrganismos endofiticos
solubilizadoras de fosfato de ferro em meio liquido

As culturas reativadas foram incubadas em meio TSB (Trypticase
Soy Broth) por 4 dias a 28 °C e sob agitacdo constante de 96 rpm. Apds
esse periodo, a turbidez de cada cultura foi ajustada para uma unidade de
densidade 6tica a 540 nm.

Aliquotas de 100 uL de cada suspensao de células padronizadas foram
transferidas para um tubo falcon de 50 ml contendo 20 ml de meio NBRIP
liquido, contendo fosfato de ferro como unica fonte de P e com modificagbes
na concentragdo de glicose para 40 g/L -'. Apds o periodo de incubagéo de
(0,3,6 e 9 dias), sob agitacdo, a 30 °C de temperatura, determinou-se o pH
do meio e os teores de P liberado no sobrenadante. Para a determinagao
do P soluvel, as amostras foram centrifugadas (5.000 xg x 10 minutos), o
sobrenadante foi filirado por um papel filtro Whatman n°® 42 e o P soltvel do
sobrenadante foi quantificado em espectrofotdbmetro com o comprimento de
onda de 725 nm, utilizando o método colorimétrico de Murphy e Riley (1962).

Eficiéncia de rizobactérias e microrganismos
endofiticos produtores de sideréforos

Os microrganismos foram reativados em BDA e crescidos por 72 horas a
28 °C. Posteriormente foram preparadas suspensdes bacterianas com uma
densidade otica igual a 0,5 (DO = 0,5 a 540 nm) em solugéo salina 0,85%. Os
ensaios de quantificagdo de sideréforos foram realizados em microplacas de
96 pogos. Vinte microlitros de cada suspensao bacteriana foram inoculados
(com trés repeticdes) em 1 mL de meio de cultura caldo nutriente (Nutrient
Broth). As placas foram incubadas por tempos diferentes (24 h, 48 h e 72 h)
a 28 °C, sob agitacao de 200 rpm.

Apoés cada intervalo de tempo, as placas foram centrifugadas durante
10 minutos a 6.000 rpm e 150 uL do sobrenadante de cada cultura foram
coletados e transferidos para outra microplaca onde se acrescentaram 150
uL do reagente CAS (Schwyn; Neilands, 1987), como descrito a seguir: 1,2
g/L cromo azurol; 0,27g/L cloreto de ferro Il (FeCl,.6H,0) diluido em 0,84
mL/L de HCI; 0,876 g/L brometo de cetil trimetil aménio (CTAB) e 23,6g/L
tampao succinato de sédio com pH-5,6; modificado por (Pérez-Miranda et
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al., 2007). Apos um periodo de 20 minutos, as microplacas foram analisadas
utilizando-se um espectrofotdbmetro (630 nm).

A quantidade de sideroforos produzida por cada cultura foi estimada por
meio da utilizacado de uma curva padrao contendo 0 a 30 uM de EDTA. Como
controle, foram utilizados meios de culturas sem in6culo. Toda as vidrarias
utilizadas nas analises de produgao de sideroforos foram tratadas com acido
HCI 6 M para a remogéao de residuo de ferro.

Anadlise estatistica

Todos os ensaios foram realizados segundo o delineamento inteiramente
casualizado com trés repeticbes por amostras, sendo submetidos a analise
de variancia utilizando-se o programa Sisvar 5.3 (Ferreira, 2010) e, quando
ocorreu diferenga significativas pelo teste F (p < 0,05), as médias foram
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. As analises de
correlagao de Pearson foram realizadas utilizando o programa EXCEL a 5%
de probabilidade.

Resultados e Discussao

Ocorreu diferenga significativa (p<0,05) na solubilizagdo de fosforo dos
microrganismos testados em meio de cultura liquido contendo como Unica
fonte de P o fosfato de ferro. Dentre as 30 estirpes avaliadas, as bactérias
B1924 (Klebsiella pneumoniae), B1917 (Enterobacter) e B1926 (bactéria ndo
identificada) apresentaram os maiores valores da liberagao total de P soluvel
aos 9 dias de cultivo, que variou de 182 a 232 mg de P.L-' (Figura 1).
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Figura 1. Evolugdo da solubilizagdo de fésforo (mg.L ") e pH pelas bactérias 1924,
1917 e 1926 aos 3, 6 e 9 dias de crescimento em meio de cultura liquido contendo
fosfato de ferro. Estas bactérias foram as mais eficientes na solubilizagdo de P-Fe.

Observou-se redugao significativa (p<0,05) para os valores de pH entre os

microrganismos testados aos 9 dias de cultivo (Tabela 1).
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Verificou-se que, para as trés estirpes mais eficientes na solubilizagéo
de P, houve uma reducéo significativa de pH, sugerindo a producdo e
liberagéo de acidos, como mecanismo de solubilizagdo do fosfato de ferro.
Ao final da incubagéo, houve uma variagdo do pH de 6,80 para 3,96; 6,80
para 4,04; 6,80 para 4,38 nos cultivos com as bactérias B1924, B1917 e
B1926, respectivamente. Alguns autores relatam que um dos mecanismos
desenvolvidos pelos microrganismos solubilizadores de P é liberar
metabdlitos capazes de acidificar o meio de cultivo (Richardson et al., 2001).
Entretanto, neste estudo, para todos os isolados testados, nao foi observada
correlagao (Pearson, p>0,05) entre a liberacao de fésforo e os valores de pH.
Esses resultados também foram encontrados em outros trabalhos (Barroso;
Nahas, 2005), em se avaliaram a solubilizagdo de P-Fe e a correlagédo com o
abaixamento do pH. Neste caso, outros mecanismos podem estar envolvidos
na solubilizagdo do P-Fe e ou abaixamento do pH.

Considera-se que substancias organicas liberadas por microrganismos
podem de forma indireta reduzir a adsorgéo de fésforo as particulas do solo,
disponibilizando o fosfato soluvel para as raizes (Barroso; Nahas, 2005). Neste
trabalho, foi investigada a producao de sideréforos em relagédo a solubilizagéo
de fosfato de ferro dos isolados. Os sideréforos sdo peptideos de sintese
nao ribossdmica produzidos por microrganismos, que apresentam altissima
afinidade por ferro (Simionato et al., 2010; Benite et al., 2012). Ao quelarem
o ferro, o fosforo ficaria disponivel para as plantas. A produgéo de sideréforos
pelos microrganismos solubilizadores de fosfato variou significativamente
entre os isolados, sendo que 77% dos isolados apresentaram produc¢ao
significativamente superior ao controle sem microrganismos e, 18 isolados
(82%), dentre os 22 que solubilizaram o P-Fe, produziram sideréforos. Em
trabalhos de Ghosh et al. (2016), também ocorreu alta producéo de sideréforos
por trés estirpes de Burkholderia que solubilizaram fosfato, quando o fosfato
de ferro era a unica fonte de P. Entretanto, neste trabalho, n&o ocorreu
correlagdo significativa entre a solubilizacédo de P e a maior produgcédo de
siderdforos (r = 0,203).

Para todos os isolados, a maior produgéo de sideroforos ocorreu apoés
72 horas de cultivo (Figura 2, Tabela 1). Dos 30 microrganismos avaliados
para a producao de sideroforos, apds 72 horas de cultivo, observou-se que
os mais eficientes nessas caracteristicas foram as estirpes B2081 (Bacillus
cereus), B1928 (Burkholderia gladioli), B2106 (Bacillus megaterium) e B2103
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(Pantoea ananatis) com uma producdo de sideroforos de 23,02; 24,75;
25,70 e 29,16 pM, respectivamente (Figura 3). Estes resultados delimitam o
potencial desses microrganismos endofiticos para a aplicagéo biotecnolégica
e/ou uso como bioinoculantes na agricultura, por apresentarem mais de uma
caracteristica desejavel para o incremento da biossolubilizagdo de fésforo.
Além disso, produzir substéncias quelantes de ferro endogenamente a
planta, ou seja, em ambiente protegido como o interior da planta, pode ser
uma vantagem, visto que estas substancias podem ser exsudadas via raiz
em condicao de estresse mineral, facilitando a dissolugao e absorcao de P do
solo, na regiao rizosférica da planta.
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Figura 2. Média da produgao de sideroéforos (M) pelas bactérias A (1928), B (2081),
C (2106) e D (2103) (maiores produtoras) nos intervalos de tempo de 24, 48 e 72
horas em relagcéo ao controle sem microrganismos. Médias seguidas de mesma letra
nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knot, p>0,05.

Neste trabalho foi possivel selecionar alguns microrganismos
solubilizadores de P-Fe e produtores de sideroforos para estudos posteriores
na planta em condigdes controladas e em campo, visando a selegdo de
microrganismos para a produgéo de bioinoculantes que garantam uma maior
absorcao de fosfato pela cultura de milho em solos tropicais, onde os solos
apresentam altas concentragdes de fosfato de ferro.
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Conclusao

Os microrganismos testados, provenientes da rizosfera e da microbiota
endofitica de milho, apresentam variacbes quanto a sua capacidade de
solubilizacao de fosfato de ferro e produgao de sideréforos.

As estirpes B1924, B1917 e B1926 apresentaram maior potencial
solubilizador de fosfato de ferro. As estirpes B1928, B2106 e B2103 foram
as mais eficientes para a producéo de siderdforos. E 82% dos isolados que
solubilizaram o P-Fe produziram sideréforos.
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