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Apresentacao

E motivo de grande orgulho para a agricultura brasileira que o pais tenha
passado de importador de alimentos na década de 1960 para a elite dos
paises exportadores. O agronegécio responde, hoje, por um quarto do PIB
nacional e a agricultura familiar é responsavel por mais da metade da comida
que vai a mesa dos brasileiros.

Uma nova percepgao de agricultura, regenerativa, ou seja, indo além da
sustentabilidade, com a recuperacao da saude e fertilidade do solo, passou a
ganhar mais espaco nesta década. Em resposta a esse cenario, o Decreto N°
10.375 de 26 de maio de 2020, que instituiu o Programa Nacional de Bioin-
sumos, veio a reforgar a vocagao brasileira para o uso de insumos bioldgicos
na agricultura. Ainda nesta década, a importancia do desenvolvimento de bio-
insumos com base na rica biodiversidade brasileira ganhou maior evidéncia
com os problemas de restricdes causados pela pandemia de COVID 19 e
geopoliticos resultantes da guerra entre a Ucrania e a Russia, que evidencia-
ram a grande fragilidade do setor agricola no suprimento de insumos. Como
exemplo, 85% dos fertilizantes necessarios para a produgéo agricola nacio-
nal sdo importados.

Como resultado do despertar do setor agricola para os insumos biolé-
gicos, constatou-se um incremento impactante na busca por solugdes com
base em microrganismos, com muitas solicitacdes, por parte dos setores aca-
démico e privado, de indicagdo de métodos para a bioprospeg¢ao de novos
ativos biotecnoldégicos.

Este Documento visa atender a essa demanda, detalhando e ilustrando
métodos que foram validados no Laboratério de Biotecnologia do Solo da
Embrapa Soja, para facilitar uma prospecc¢ao inicial de microrganismos que
podem vir a compor futuros bioinsumos destinados, principalmente, a nutri-
¢ao de plantas e a tolerancia a estresses abidticos e bidticos.

Adeney de Freitas Bueno
Chefe Adjunto de Pesquisa e Desenvolvimento
Embrapa Soja
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Introducao

Bactérias Promotoras do Crescimento de Plantas (BPCP ou Plant
Growth-Promoting Bacteria, PGPB) podem estimular o crescimento
das plantas através de diferentes processos microbianos, especificos
em cada estirpe bacteriana, como producao de fitormbnios, a dispo-
nibilizacdo de nutrientes, aumento da tolerancia a estresses, entre
outros.

Como exemplo de processos microbianos, podem-se citar: a produ-
¢ao de sideroforos (Crowley et al., 1991; Kraemer, 2004), a solubiliza-
cao de fosfato inorganico (Reyes et al., 1999), o estimulo a produgao
de substancias reguladoras do crescimento (Arshad; Frankenberger,
1997), a produgado de 1-aminociclopropano-1-carboxilato deaminase
(ACC-deaminase) (Glick et al., 1998), a atividade de enzimas hidroliti-
cas, como a celulase e a protease (Glick, 2012; Stursova et al., 2012;
Oliveira et al., 2020), a capacidade de crescimento em condigdes de
atividade de agua reduzida (Hallsworth et al., 1998), a producao de
exopolissacarideos (EPS) e de biofilmes (Chang et al., 2007), entre
outros.

Algumas BPCP podem, ainda, promover o crescimento de plantas por
meio do biocontrole de doencas, devido a atividade metabdlica anta-
gOnica aos fitopatdégenos. Os metabdlitos microbianos também podem
induzir respostas de resisténcia sistémica da planta, conforme obser-
vado por Naik et al. (2019), ou outras formas de suprimir o0 ataque de
pragas e doencas (Ruiu, 2020).

E conveniente ressaltar que as BPCP estimulam o desenvolvimento
das plantas; no entanto, a classificagdo de beneficios diretos e indiretos
nao se mostra consolidada, uma vez que um mesmo mecanismo pode
exercer tanto influéncia direta, quanto indireta como, por exemplo, a
producao de sideroforos (Kloepper et al., 1980; Schalk et al., 2012).
Além disso, uma mesma estirpe pode ser portadora e/ou responsavel
por varios mecanismos simultaneamente (Mallick et al., 2018).
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Estima-se que o Brasil detenha cerca de 20% da biodiversidade do
mundo (Val et al., 2022), percentagem que também deve se esten-
der aos microrganismos. Existe, portanto, um enorme potencial para
bioprospeccédo de microrganismos da biodiversidade brasileira com
propriedades de grande interesse para a agricultura. Neste contexto,
neste comunicado sao detalhados métodos de avaliagdo do poten-
cial de promocao de crescimento de plantas por espécies bacterianas.
Esses métodos permitem avaliar diferentes caracteristicas promisso-
ras dos isolados bacterianos, com potencial impacto na nutricdo de
plantas e na tolerancia a estresses abibticos, entre outros, represen-
tando uma primeira etapa para a bioprospeccado de microrganismos
destinados ao uso como bioinsumos na agricultura.

Processos microbianos e sua avaliacao

Enzimas hidroliticas

Importancia da sintese de enzimas hidroliticas

Enzimas hidroliticas sao classificadas quanto a especificidade ao
substrato. Dois exemplos de enzimas hidroliticas sao as proteases e
as celulases, produzidas por algumas BPCP. A importancia da produ-
¢ao dessas enzimas diz respeito a capacidade de degradagao de ma-
terial organico fibroso e como agente de biocontrole. Tendo em vista
a redugdo dos impactos ambientais no processo produtivo, o reapro-
veitamento de residuos é uma alternativa proeminente, uma vez que
potencializa a utilizagdo de recursos naturais (Schneider et al., 2013),
sendo necessaria a atividade de bactérias especializadas na degra-
dacao destes compostos para que os elementos ali presentes sejam
ciclados. Um exemplo é a utilizagdo da torta de filtro em sistemas de
producao de alface (Lactuca sativa), que pode ser usada como fonte
de carbono e energia pelos microrganismos, favorecendo a atividade
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biolégica do solo, de Santana et al. (2012). A producao das enzimas
protease e celulase também pode ser efetiva no biocontrole de fitopa-
tégenos pela degradacao de B-glucanos, principal constituinte de suas
paredes celulares (Ahmadzadeh; Tehrani, 2009). Algumas proteases
estdo envolvidas, ainda, na inativagao de enzimas liticas extracelula-
res de fungos fitopatogénicos, diminuindo a sua capacidade de infec-
cao (Elad; Kapat, 1999).

Métodos de avaliagao da producao de enzimas hidroliticas
Atividade proteolitica

Para a avaliacdo da produgdo de enzimas proteoliticas, os isola-
dos devem ser cultivados em meio de cultura segundo o Manual of
Methods for General Bacteriology - American Society for Microbiology
de Gerhardt et al. (1981), cuja composig¢ao consta da Tabela 1.

Tabela 1. Composi¢do de meio de cultura para avaliagdo da atividade proteolitica

Leite desnatado 100 mL
Extrato de levedura 1,59
NaH,PO, 109
NaCl 109
Agar 15,0 g
Agua deionizada g.s.p. 1000 mL
pH 7,2

Apos a esterilizagdo em autoclave a 121 °C por 20 minutos, faz-se a
distribuicdo do meio de cultura em placas de Petri € a inoculacéo de
uma gota, em ftriplicata, da estirpe avaliada, crescida em meio liquido
ou preservada em glicerol. Os resultados esperados podem ser visua-
lizados na Figura 1.



llustragdo: Natalia Caetano Vasques.
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Figura 1. llustragdo do resultado esperado com a aplicagdo da metodologia. A
esquerda, representacdo de resultado negativo e a direita, resultado positivo para
producao de protease.

Ap6s incubacao por trés a sete dias a 28 °C, a depender do microrga-
nismo, a hidrélise de caseina pode ser observada pela formagao de
halo translucido de degradacgéo ao redor da col6nia (Figura 2), quando
o teste for positivo. A auséncia de halo indica que a estirpe estudada
nao é produtora da enzima.

Figura 2. Resultado obtido apds o
crescimento de estirpes produtoras
(+) e ndo produtoras (-) de protease.
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Atividade celulolitica

Para avaliar a capacidade de degradacédo da celulose, o método descri-
to no Manual of Methods for General Bacteriology - American Society for
Microbiology por Gerhardt et al. (1981) se mostra eficaz, sendo realizado no
meio de cultura descrito na composicao da Tabela 2.

Tabela 2. Composi¢do de meio de cultura para avaliagdo da atividade celuloliticas.

K,HPO, 044
NaH,PO, 02g
MgSO,.7H,0 0,29
NaCl 0,19
Extrato de levedura 0,19
(carboxin?gltilccelulose) 509
Agar 15,0 g

Agua deionizada 1000 mL

pH 7,0

O meio deve ser submetido a autoclavagem a 121 °C por 20 minu-
tos. Apds o plagueamento e a incubacao, faz-se necessaria a técnica
de revelagdo dos halos de degradacéo da celulose pela adicao de
um pequeno volume de solugdo NaCl 1 mol L a superficie da placa.
Apods 5 minutos, a solugao salina deve ser removida e adicionada uma
solugdo de vermelho Congo a 0,1% (em 99,9 mL de agua, adicionar
0,1 g de vermelho Congo). Ap6s 30 minutos, realiza-se a lavagem
com agua destilada até que seja possivel a observagéao dos halos de
degradacao ao redor das coldnias, no caso de atividade positiva. O
resultado esperado estéa demonstrado na Figura 3.



llustragdo: Natalia Caetano Vasques.
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Figura 3. llustragdo do resultado esperado com a aplicagdo da metodologia. A
esquerda, representacdo de resultado negativo e a direita, resultado positivo para
producgao de celulase.

Apods a incubacao por cinco dias a 28 °C e realizado o procedimento
de revelacao, o resultado deve ser conforme pode ser visualizado na
Figura 4.

Figura 4. Resultado obtido apds o
crescimento de estirpes produtoras
(+) e ndo produtoras (-) de celulase.
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Crescimento em condigoes restritivas
de agua e temperatura

Importancia da capacidade de crescimento em condigoes
restritivas de agua e temperatura

As condigbes do ambiente afetam diretamente o crescimento micro-
biano. A maioria das bactérias é cultivada em meio de cultura com
atividade de agua (Aw) em torno de 0,999 a 0,990, visto que a maioria
nao é capaz de crescer em meio com Aw inferior a 0,950. Desta manei-
ra, espécies capazes de crescer em meio com Aw reduzida (< 0,950)
mostram potencial para suportar variagdes osmoéticas, seja pela alta
concentracao salina, seja pela restricdo hidrica e, desta forma, podem
trazer beneficios as plantas associadas, mesmo em condigbes criticas
de sobrevivéncia para a maioria dos microrganismos (Hallsworth et
al., 1998).

Método de avaliagao da capacidade de crescimento
microbiano em meio com atividade de agua reduzida e
temperatura elevada

Para avaliar o desenvolvimento das estirpes candidatas em meio com
Aw reduzida, faz-se a repicagem em meio de cultura TSA (Tryptic Soy
Agar, Tabela 3) a 10%, enriquecido com sorbitol (Tabela 4). Para Aw
correspondente a 0,919, devem ser adicionados 405 g L' de sorbi-
tol ao meio de cultura, e para Aw equivalente a 0,897 se adicionam
520 g L' de sorbitol ao meio de cultura que deve ser esterilizado em au-
toclave por 20 minutos a 121 °C, conforme proposto por Hallsworth et
al. (1998). A Figura 5 ilustra como podem ser os resultados esperados
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Tabela 3. Composi¢do do meio de cultura TSA

TSB! 30,0g

Agar 1509
Agua deionizada 1000 mL

oH 7475

"Meio de cultura comercial, em conformidade com USP (United States Pharmacopeia), EP (European
Pharmacopoeia), JP (Japanese Pharmacopeia) e FDA/BAM (Food and Drug Administration/ Bacteriological
Analytical Guide).

Tabela 4. Composi¢ao de meio de cultura para avaliacdo da capacida-
de de crescimento em meio com atividade de dgua reduzida.

Meio TS 10% [10%] [10%]
Sorbitol 405,0 g 520,0 g
Agar 1509 15,09

Agua deionizada 1000 mL 1000 mL

*Aw: Atividade de dgua.

Figura 5. llustragdo do resultado esperado na avaliagdo da capacidade de cresci-
mento em meio de cultura com atividade de agua reduzida e temperatura elevada.
A esquerda, representacdo de resultado negativo e & direita, resultado positivo para
capacidade de crescimento.
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Apos incubacéao das culturas a 40 °C por sete dias, sdo consideradas
positivas para tolerancia a altas temperaturas as estirpes que apre-
sentarem crescimento e negativas as que ndo sao capazes de se de-
senvolverem em meio de cultura com alta concentragao de soluto e
incubadas em temperatura elevada (Figuras 5 e 6).

Figura 6. Resultado obtido apds a
incubacao de estirpes capazes de cres-
cerem em meio com atividade de agua
reduzida e temperatura elevada (+) e
nao capazes (-).

Sintese de compostos indélicos

Importancia da sintese de acido indol-3-acético

Dentre os diversos compostos inddlicos produzidos por alguns micror-
ganismos, esta o horménio vegetal acido indol-3-acético (AlA), que é
responsavel pela regulacdo de varios processos celulares e de desen-
volvimento vegetal (Taiz et al., 2017), sendo capaz de estimular efei-
tos instantaneos na planta, quando em baixas concentragdes, como o
aumento da elongagéo celular, e efeitos mais prolongados, como a di-
visdo e diferenciagao celular (Dobbelaere et al., 2003). Alguns micror-
ganismos sao capazes de sintetizar esse fitormbnio (Spaepen et al.,
2007), auxiliando a planta em seu desenvolvimento. A sintese de AlA
pode se mostrar ainda mais significativa quando as condi¢des para
producao vegetal forem desfavoraveis, uma vez que favorece a proli-
feracéo das raizes, contribuindo para a absorgéo de agua e nutrientes
pelas plantas (Lambrecht et al., 2000).
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Método de avaliagdo da sintese de compostos indélicos

Para quantificar a produgéo de acido indol-3-acético (AlA) in vitro
(Gordon; Weber, 1951; Sarwar; Kremer,1995), cada estirpe bacteriana
deve ser inoculada em 10 mL do meio de cultura liquido especifico
para o género, acrescido de triptofano (100 ug mL™"), e incubada sob
agitacao (100 rpm) por sete dias a 28 °C, ou nas condicbes de cres-
cimento especificadas para cada estirpe. A seguir, a cultura deve ser
transferida para microtubos e centrifugada a 10.000 rpm, por 10 min.
Em seguida, transferir 1 mL do sobrenadante para novos microtubos
e adicionar 750 pL do reagente de Salkowski (Gordon; Weber, 1951)
(Tabela 5). Cabe salientar que o método avalia compostos inddlicos
em geral, incluindo o AlA.

Tabela 5. Composicédo da solugdo reagente de Salkowski.

FeCl,.6H,0 (0,5 mol L") 1 mL

HCIO, [35 %] 50 mL

Apos 30 minutos de reagao no escuro e em temperatura ambiente, a
intensidade de coloragao deve ser avaliada no comprimento de onda
de 540 nm utilizando espectrofotémetro. Os resultados serao expres-
sos em ug mL' de AlA no sobrenadante, de acordo com os valores
obtidos em uma curva de calibragdo com AIA sintético (0; 50; 100;
200; 300; 400; 500; 600; 800; 1000 ug mL"), conforme apresentado
na Figura 7.
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Foto: Natalia Caetano Vasques.

Figura 7. Curva de calibragédo para quantificagdo, por espectrofotometria, do acido
indol-3-acético produzido por bactérias promotoras do crescimento de plantas. A
concentragao esta indicada da esquerda (-), menos concentrada, para a direita (+), ou
mais concentrada.

Sintese de 1-aminociclopropano-1-carboxilato
(ACC)-deaminase

Importancia da producido de ACC-deaminase

O 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) é o principal precursor do
etileno, uma molécula organica com fungao bioldgica, que atua como
regulador de crescimento vegetal em baixas concentracdes. No en-
tanto, sua produgédo pode aumentar em situacdes de estresse (Glick,
2005), resultando em condigdes deletérias, como a inibicao do cres-
cimento radicular (Muller; Munné-Bosch, 2015; Huang et al, 2023). A
enzima ACC-deaminase pode ser produzida por algumas estirpes de
BPCP, sendo responsavel pela degradacao do ACC, transformando-o
em a-cetobutirato e aménia (Glick, 2005). Além de retardar a produgao
de etileno, a atuacado da enzima ACC-deaminase reflete no aumento
do desenvolvimento radicular (Glick et al., 1998), portanto, as plan-
tas inoculadas com bactérias produtoras dessa enzima podem tolerar
melhor condi¢cdes de estresse devido ao favorecimento do sistema
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radicular, o que contribuira para a formagao de biomassa da planta,
elevacéo pela taxa fotossintética, conteudo proteico e ativacao de ge-
nes responsivos ao estresse (Sapre et al., 2019). E possivel que AlA e
ACC-deaminase trabalhem em conjunto para estimular o alongamento
das raizes. O AlA exdgeno (produzido por bactérias) € conhecido por
aumentar a transcricao e a atividade da ACC-sintase, que catalisa a
producao de ACC em plantas. A molécula de ACC estimula a atividade
da enzima ACC-deaminase em bactérias (Patten; Glick, 2002).

Método de avaliagdo da sintese de ACC-deaminase

A capacidade de algumas estirpes de metabolizar ACC como unica fon-
te de N no meio de cultivo, devido a acao da enzima ACC-deaminase,
foi a premissa da metodologia adaptada por Glick et al. (1995) e Lucon
et al. (2008).

Preparar um meio de cultura livre de nitrogénio - LN, segundo a com-
posicao da Tabela 6 e uma solugdo tampao, conforme Tabela 7.

Tabela 6. Composicéo de meio de cultura livre de nitrogénio (LN).

Componente Quantidade

H.BO, 10,0 mg
MnSO,.7H,0 10,0 mg
MgSO,.7H,0 0,29

ZnSO, 70,0 mg
FeSO,.7H,0 1,0 mg

CuSO, 50,0 mg

MoO, 10,0 mg

Glicose 20g

Acido glucénico 209
Acido citrico 20g
Agar 15,09

Agua deionizada 1000 mL
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Tabela 7. Composicédo de solugdo tampé&o para o meio de cultura livre de nitrogénio
(LN)

KH,PO, 40g
Na,HPO, 609
Agua destilada 100 mL

Autoclavar o meio de cultura por 20 minutos a 121 °C e, separadamen-
te, a solugdo tampao. Quando o meio de cultura e a solugado tampao
atingirem uma temperatura branda (50 °C), devem ser homogeneiza-
dos em condigbes assépticas e a mistura enriquecida com uma solu-
¢ao contendo 0,3 g de ACC em 50 mL de agua, previamente esterili-
zada em filtro bacteriologico (0,22 micra).

O mesmo meio LN deve ser preparado com a adicao de tampéao e sem
ACC. A estirpe estudada deve ser inoculada em placas de Petri com
cada um dos dois meios e incubadas a 28 °C, por oito dias. A seguir,
comparar os crescimentos em ambas as condigdes (Figuras 8 e 9).

Figura 8. llustragao do resultado esperado na avaliagao da sintese de ACC-deamina-
se. A esquerda, representagao da estirpe estudada em meio LN e a direita, em meio
LN com adicao de ACC, para verificagdo de resultado positivo.
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Foto: Natalia Caetano Vasques.

Figura 9. Resultado obtido a partir do crescimento de estirpes capazes de produzir
a enzima ACC deaminase, com crescimento destacado em meio contendo ACC (+) e
imperceptivel em meio LN de ACC (-).

Estirpes que mostrarem crescimento mais pronunciado no meio con-
tendo ACC sao capazes de utilizar ACC como fonte de N e, portanto,
sao consideradas produtoras de ACC-deaminase.

Sintese de biofilme e exopolissacarideos

Importancia da sintese de biofilme e exopolissacarideos

Biofilmes sédo formados por comunidades de microrganismos coope-
rantes envolvidas em substancias poliméricas extracelulares. Na natu-
reza, os biofilmes constituem uma modalidade de crescimento protegi-
do, permitindo que microrganismos sobrevivam em ambientes hostis
(Ansari et al., 2017). Entre as principais fungdes dos biofilmes para a
vida microbiana podem-se citar a prote¢cdo contra antimicrobianos e
estresses abioticos, e o transporte facilitado de nutrientes e metabo-
litos, entre outros processos (Rafique et al., 2015). A composig¢ao do
biofilme ¢é variavel de acordo com o ambiente em que se desenvolve
mas, geralmente, o meio é constituido por agua, células bacterianas e
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uma matriz de polimeros extracelulares, principalmente, exopolissaca-
rideos (EPS) (Flemming; Wingender, 2010).

A producgéao de EPS por microrganismos que interagem com as plantas
pode auxiliar na disponibilizagcdo de nutrientes, bem como contribuir
para a sobrevivéncia das plantas em varias situagdes, como estresse
hidrico e salino, entre outros (Kumar et al., 2020). Mallick et al. (2018)
afirmam que a produgéao de substancias poliméricas extracelulares au-
menta a capacidade do microrganismo em colonizar com sucesso a
raiz de uma planta.

Métodos para avaliacao da sintese de biofilme e
exopolissacarideos

Sintese de biofilme

A avaliacao da producao de biofilme pode ser realizada com algumas
adaptagbes do método proposto por Lima et al. (2017), a partir do
crescimento das estirpes em microtubos em meio de cultura especi-
fico para cada estirpe. E importante ressaltar que a inoculacéo deve
ser realizada em concentragdo conhecida e semelhante para todas
as estirpes a serem estudadas, para comparagao entre estirpes (por
exemplo, densidade optica D.O.,,, ~ 0,6). Apos incubagéo a 28 °C
por 96 h, o meio de cultura com as células é descartado e os tubos
lavados trés vezes com agua destilada e, a seguir, adicionar 1 mL da
solucdo de cristal violeta [0,1%] (em 100 mL de agua, adicionar 0,1 g
de cristal violeta). Apds repouso por 15 minutos em temperatura am-
biente, os microtubos devem ser novamente lavados por trés vezes
com agua destilada e, entéo, adiciona-se 1 mL de alcool etilico [95%)].
Com a adig¢ao de alcool etilico, o cristal violeta retido no biofilme é
solubilizado e, dessa forma, a densidade 6ptica pode ser determinada
por espectrofotometria a 560 nm (Figura 10).
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Foto: Natalia Caetano Vasques.

Figura 10. A concentracdo de cristal violeta em fungéo da produgéo de biofilme em
meio de cultura liquido esta indicada da esquerda (-), menos concentrada, para a
direita (+), mais concentrada.

Nessa analise ndo ha um padrao de concentracdo comparativo como
uma curva de calibracdo, levando em consideracdo somente as di-
ferencas entre as estirpes pela densidade optica, sendo que quanto
maior a leitura, maior produgao de biofilme.

Sintese de exopolissacarideos

A avaliagéo da produgéo de exopolissacarideos (EPS) pode ser rea-
lizada com algumas adaptagdes do método proposto por Meneses et
al. (2009) e Castellane et al. (2014). Aliquotas de 2 mL dos cultivos in-
cubados por 72 h a 28 °C devem ser colocadas em microtubos e cen-
trifugadas a 14.000 rpm por 12 min a 4 °C. O pélete de células deve
ser descartado e uma parte do sobrenadante - 50 pL - transferida para
um novo microtubo contendo 150 pL de alcool etilico [70%] gelado.
Os microtubos séo novamente centrifugados a 14.000 rpm a 4 °C por
10 minutos. Posteriormente, sdo transferidos para um concentrador
a 45 °C por 1 h, ou até secar. Quando as amostras se encontrarem
totalmente secas, adicionar 200 yL de agua ultrapura e homogeneizar
em vortex.
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A quantificacao é realizada a partir do método fenol-sulfurico para do-
sagem de carboidratos totais, descrito por Dubois et al. (1956). Devem
ser adicionados 200 pL de solucao fenol [5%] (acido fénico) e 1 mL
de H,SO, concentrado e homogeneizado em vortex. Como branco,
deve ser utilizada apenas a agua ultrapura, fenol [5%] e H,SO,. Apos
15 minutos de reacdo em temperatura ambiente, realiza-se a analise
espectrofotométrica, com leitura da D.O. a 485 nm.

Os resultados sao aferidos apds a obtengado de uma curva de calibra-
cdo com glicose (0; 10; 20; 40; 60; 80; 100; 200 yg mL") como subs-
trato padréao da curva de calibracao (Figura 11).

Foto: Natalia Caetano Vasques.

Figura 11. Curva de calibragao utilizando glicose para quantificagao, por espectrofoto-
metria, da concentragéo de exopolissacarideos produzidos por bactérias promotoras
do crescimento de plantas. A concentragdo esta indicada da esquerda (-), menos
concentrada para a direita (+), mais concentrada.

Producao de sideréforos

Importancia da sintese de sideréforos

A biodisponibilidade do ferro (Fe) é limitada no ambiente aerdbio devi-
do a forma oxidada predominante (Fe**), contudo, alguns organismos
sdo capazes de formar quelantes biogénicos para a complexacao do
Fe3* presente no ambiente, nomeados sideréforos (Rémheld, 1987).
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Dessa forma, o nutriente que antes se apresentava indisponivel pode,
entdo, ser reduzido a Fe?* e ser assimilado tanto por plantas, como por
alguns microrganismos. No caso dos microrganismos, esses passarao
a apresentar vantagem competitiva e, até mesmo, inibicdo do cresci-
mento de patdgenos, caracterizando uma estratégia de biocontrole,
dado que o Fe fica indisponivel para os outros microrganismos, em
especial os fungos, que nao possuem capacidade metabdlica de as-
similacao do elemento por tal via (Kloepper et al., 1980; Schalk et al.,
2012). A producéao de sideréforos pode, ainda, estar relacionada com
a solubilizagdo de fosfato de ferro, decorrente da altissima afinidade
das moléculas por Fe, que é quelado e libera o fosfato (Batista et al.,
2018).

Método de avaliagao da sintese de sideroforos

Para a avaliacao da producéao de sideroforos, os isolados devem ser
cultivados em meio de cultura agar King B, cuja composigao consta da
Tabela 8 (King et al., 1954).

Tabela 8. Composicdo de meio de cultura agar King B.

Glicerol 3,00 g
Peptona bacterioldgica 4,009
K,HPO, 0,23 g
MgSO,.7H,0 0,309
Agar 15,0 g
Agua deionizada 1000 mL
pH 6,8

O meio deve ser esterilizado por 20 minutos a 121 °C. Ao atingir tem-
peratura branda (50 °C), deve ser enriquecido com o corante cro-
moazurol S (CAS) (Schwyn; Neilands, 1987), o qual pode ser prepara-
do a partir de quatro solugdes, cujas composicdes constam da Tabela
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9, que devem ser esterilizadas em condi¢cdes similares a do meio de
cultura.

Solugdo 1 - 7,5 mL; Solugao 2 - 37,5 mL; Solugéo 3 - 30 mL; Solugao
4 -25mL.

Tabela 9. Composigéo das quatro solugdes utilizadas para formagao do corante cro-
moazurol S (CAS).

Solugéo 1
FeCl.6H,0 13,5 mg
HCI (10 mM) 41 mL
Agua deionizada 50 mL
Solugéo 2
CAS (cromoazurol S) 121 mg
Agua deionizada 100 mL
Solugéo 3
(Brometo dg :Qfa/dH;-iﬁmﬁetilaménio) 364,45 mg
Agua deionizada 50 mL
Solugéo 4
Piperazina anidra 4,307 g
HCI (12 M) 6,25 mL
Agua destilada 100 mL

Inocular as bactérias no meio de cultura a partir de uma gota de sus-
penséao de cultivo bacteriano em meio liquido (10 yL) e acompanhar
a evolugao do crescimento. Apés 24 horas de incubacao a 28 °C, no
escuro, ja é possivel avaliar algumas estirpes de crescimento rapido.

A capacidade de producdo de sideroforos sera considerada positiva
quando observada a formacgao de halo de coloragao laranja ou rosada
ao redor da colbénia (Figura 12) e, entao, pode ser medida sua exten-
sao com o auxilio de um paquimetro para a obtencao da razao halo/
coldnia (Figura 13).
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Figura 12. Resultado obtido apds a
incubagdo e crescimento de estirpes
produtoras de sideréforos (+).

Figura 13. llustracdo do resultado esperado com a aplicagdo da metodologia. A
esquerda, menor razdo halo/colénia e a direita, maior habilidade de produgéo de
sideroforos.
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Solubilizagao de fontes de fésforo

Importancia da capacidade de solubilizagao de fosfato

O fosforo (P), elemento essencial ao ciclo metabdlico das plantas, é
facilmente retido devido a caracteristicas intrinsecas de solos tropi-
cais. Bactérias solubilizadoras de fosfato contribuem para a ciclagem
do elemento, convertendo formas pouco sollveis em formas soluveis
e, portanto, assimilaveis as plantas. Tal conversdo pode ocorrer por
diversas vias, sendo que a principal ocorre pela producao e liberagao
de metabdlitos (Hameeda et al., 2008; Young et al., 2013), como os
acidos organicos, que podem liberar fosfato soluvel pela reducao do
pH do meio (Salih et al., 1989; Nahas, 1991).

Método de avaliagdao da capacidade de solubilizacao de
fosfatos

A avaliacao da capacidade solubilizadora de fosfato pode ser realiza-
da pelo método proposto por Sylvester-Bradley et al. (1982), em meio
de cultura cuja composigao consta da Tabela 10, com composigao de
Fe-EDTA segundo Tabela 11 e de solugé&o de micronutrientes segundo
Tabela 12.

Tabela 10. Composi¢cao de meio de cultura para avaliagdo da capacidade de solubi-
lizagao de fosfato.

KNO, 0,109
Glicose 10,00 g
Extrato de levedura 5,009
MgSO,.7H,0 0,209
NaCl 0,10g
CaCl 0,02g
Solugéo Fe-EDTA 4 mL
Solugdo de micronutrientes 2 mL
Agar 15,09

Agua deionizada 1000 mL
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Tabela 11. Composicao de solugdo Fe-EDTA do meio de cultura da Tabela 10.

Na-EDTA 6,079
FeSO,.H,0 6,179
Agua deionizada 900 mL

Tabela 12. Solugéo de micronutrientes do meio de cultura da Tabela 10.

Componente Quantidade

NaMoO,.2H,0 0,200 g
MnSO,.2H,0 0235¢
H,BO, 0,280 g
CuSO0, 5H,0 0,008 g
ZnS0,.7H,0 0,024 g
Agua deionizada 200 mL

Apo6s autoclavagem por 20 min a 121 °C, o meio de cultura pode ser
enriquecido com trés diferentes fontes de fosfato separadamente, de
acordo com a analise desejada, para verificar a capacidade de solu-
bilizacao dos fosfatos inorganicos na forma de fostato de Ca, Fe e Al.

As solugbes deverdo ser preparadas a partirde 4,93 gde CaHPO,.2H,0;
ou 5,35 g de FePO,.2H,0; ou 3,50 g de AIPO, suspensos em 100 mL
de agua destilada e, entdo, autoclavadas por 20 minutos a 121 °C.
A mistura do meio de cultura com cada solucéo de fosfato deve ser
realizada assepticamente, em camara de fluxo laminar, e com o meio
a, aproximadamente, 50 °C e, entao, distribuida nas placas de Petri.

Apos inoculagao do meio de cultura a partir de uma gota de suspensao
de cultivo bacteriano em meio liquido (10 uL) e incubacgéo a 28 °C,
sera verificada a presenca ou auséncia de halo transparente ao redor
da colénia (Figura 14) e, quando presente, com o auxilio de um paqui-
metro digital (Figura 15), pode ser medida sua extensao, bem como a
extensdo da colénia, para obtengdo do indice de Solubilizacao.
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Figura 14. Resultado obtido a
partir do crescimento de estirpes
solubilizadoras de fosfato (+).

Figura 15. llustragéo do resultado esperado com a aplicagdo da metodologia para
avaliagdo da capacidade de solubilizagao de fosfatos. A esquerda, menor razdo halo/
colbénia ou indice de solubilizagéo e a direita, estirpes com maior habilidade de solu-
bilizagéo.
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Consideracoes finais

As BPCP desempenham um papel crucial na promog¢ao do cresci-
mento das plantas, influenciando uma ampla variedade de proces-
S0S microbianos, com consequéncias positivas na qualidade do solo
e na produtividade das culturas agricolas. Os métodos apresentados
neste estudo fornecem ferramentas essenciais para a identificacdo e
avaliagdo de microrganismos promissores que podem ser utilizados
no desenvolvimento de bioinsumos agricolas. Esses bioinsumos tém
como principal objetivo promover a nutricdo das plantas e aumentar
sua tolerancia a estresses ambientais, tanto bioticos, quanto abidticos.

O Brasil possui uma das maiores biodiversidades do mundo, o que
oferece um vasto tesouro de microrganismos ainda nao explorados
para uso na agricultura. Ao capitalizar essa riqueza bioldgica, pode-
mos impulsionar a agricultura em direc&o a resiliéncia e a sustentabi-
lidade, beneficiando nao apenas os agricultores, mas também o meio
ambiente e a sociedade como um todo. Ao explorar a biodiversidade
unica do Brasil, essas abordagens nao apenas abrem novas oportuni-
dades para a inovagao na agricultura, mas também destacam o poten-
cial do pais para liderar o caminho em praticas agricolas sustentaveis
e adaptaveis as mudangas climaticas.
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