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RESUMO: Bactérias solubilizadoras de fosforo
(BSP) tém sido reconhecidas como uma estratégia
alternativa para melhoria da aquisicao de fosforo (P)
por plantas a partr de mecanismos de
biossolubilizacdo do fosfato no solo pela producéo
de acidos orgéanicos. BSP endofiticas facultativas
podem colonizar o tecido da planta e da rizosfera,
bem como atuar em mecanismos adaptativos que
favorecem a sua competicho com outros
microrganismos. Cinquenta e cinco bactérias
previamente selecionadas como BSP endofiticas de
milho eficientes na solubilizacdo de P isoladas a
partir da seiva, folhas e raizes de milho foram
identificadas por sequenciamento parcial do gene
16S rRNA e testadas quanto a sua eficicia para a
producdo de &cidos organicos. As estirpes foram
cultivadas em meio liquido contendo fosfato tricalcio
insoluvel por 6 dias a 30 °C. Apés centrifugacéo, o
sobrenadante foi utilizado para a quantificacdo dos
acidos por HPLC (High Performance Liquid
Chromatography). A producao dos &cidos orgénicos
variou significativamente (p<0,05) entre os isolados.
O acido glucénico foi o mais frequente, o que pode
ser explicado pelo mecanismo de sua formacéo via
oxidacdo direta da glicose pela enzima glicose
desidrogenase dependente de pirroloquinolina
quinona (PQQ). O género Bacillus foi o
predominante (54,55 %) entre os isolados e estédo
sendo testados em plantas para uso como
bioinoculantes na melhoria de aquisicdo de P na
cultura do milho.

Termos de indexagdo: acido gluconico, fésforo,
Zea mays L.

INTRODUCAO

Os solos de Cerrado sd@o caracteristicamente
acidos, possuem baixa fertilidade natural e,
consequentemente, baixa disponibilidade de
nutrientes essenciais, como o fosforo (P). Mesmo
com adubacao fosfatada, o P fica pouco disponivel

para as plantas devido ao fenébmeno de fixacdo com
componentes do solo.

Uma forma alternativa para disponibilizacéo de P
€ a utilizacdo de rochas fosfaticas (fosfato natural)
como insumo estratégico em muitos paises (Mechri
et al.,, 2014). No entanto, a aplicacdo direta de
fosfatos naturais como fertilizante, principalmente
para culturas anuais como o miho, ndo €
economicamente viavel em solos com alta
capacidade de adsorcdo e baixa capacidade de
troca ibnica, como os de Cerrado brasileiro, devido
a baixa solubilidade destas rochas.

A combinagédo entre fosfato de rocha e bactérias
solubilizadoras de P (BSP), capazes de
solubilizarem o fosfato proveniente destas rochas,
incrementa a eficiéncia de utilizacdo dos fosfatos
naturais, sendo uma estratégia biotecnologica viavel
para aumentar a efetividade dos fertilizantes e/ou
para diminuir a dose de fertilizantes solluveis
empregada em sistemas agricolas (Singh & Reddy,
2011). Um dos principais mecanismos bioquimicos
envolvidos na solubilizacdo de P é producdo de
acidos organicos como acetato, latico, oxalico,
tartarico, succinico e principalmente o acido
glucénico que atuam dissolvendo diretamente o
material fosfatico e/ou quelando cations que
acompanham o &nion fosfato (Chen et al., 2006).

Diante disto, o objetivo deste trabalho foi
guantificar a producdo de acidos orgéanicos por
bactérias endofiticas solubilizadoras de fosfato,
isoladas de milho.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas 55 estirpes de bactérias
endofiticas provenientes da raiz, folha e seiva de
milho, pertencentes a Colecdo de Microrganismos
Multifuncionais da Embrapa Milho e Sorgo,
previamente caracterizadas como BSP.

Quantificacao de acidos organicos
A quantificacdo dos acidos acético, butirico,
citrico, gluconico, 2-cetoglucdnico, 5-cetoglucdnico,
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latico, oxalico, propibnico e succinico foi realizada
no Laboratério de Microbiologia Aplicada da
Universidade Federal de Minas Gerais, por HPLC
(High Performance Liquid Chromatography). As
estirpes foram inoculadas em meio liquido NBRIP
(Nautiyal, 1999) por 6 dias e o0 sobrenadante foi
utilizado para a quantificacdo desses acidos.

A concentracdo de cada acido organico foi
determinada utilizando-se um cromatégrafo modelo
LC-20A Prominence, Shimadzu (Japdo), equipado
com uma coluna SUPELCOGEL C-610H 30 cm x
7,8 mm (Sigma). A separagdo ocorreu a 65 °C,
sendo a fase movel H2SO4 5mM com um fluxo de
0,6 mL.minl. Foi utilizado detector de indice
refrativo RID-10A, com a temperatura da célula a
45°C. As concentracbes dos diferentes acidos
organicos foram determinadas a partir da
construcdo de curva padrdo relacionando as
concentracdes individuais de solucdes padrbes de
acidos organicos com as areas dos picos geradas.

Identificacdo das bactérias endofiticas

A identificacdo molecular dos isolados
bacterianos endofiticos de raiz, seiva e folha de
milho foi realizada com base na identidade de
sequéncias de 16S rDNA, utilizando os primers
universais F968 e R1401 (Nubel et al., 1996).

Os produtos da amplificacdo da PCR foram
removidos do gel e purificados utilizando-se o kit
“QIAquick Gel Extraction” (Qiagen). As reagbes de
sequenciamento foram preparadas com Big Dye
V3.1 (Applied Biosystems, Forter City, CA) e
analisadas no sequenciador automético ABI Prism
3100 (Applied Biosystems). As sequéncias obtidas
foram comparadas com sequéncias de DNA

depositadas no banco de dados GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) por meio da
ferramenta Blast (Altschul et al., 1997) para

identificacéo das bactérias.

Delineamento e andlise estatistica

Os ensaios foram conduzidos segundo o
delineamento inteiramente casualizado com trés
repeticBes por amostra. Os resultados de cada
ensaio foram submetidos a andlise de variancia e,
quando ocorreram diferencas significativas pelo
teste F (p<0,05), as médias foram comparadas pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade
utilizando-se o programa Sisvar 5.3 (Ferreira, 2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise cromatogréfica para determinacdo de
acidos organicos produzidos por bactérias
endofiticas solubilizadoras de P foi realizada
considerando-se o tempo de incubacdo de 6 dias,
pois, nesse periodo, observou-se que a maioria dos
isolados apresentou, em média, maiores valores
absolutos de P solubilizado (Abreu, 2014).

A producdo dos A&cidos organicos variou
significativamente (p<0,05) entre os isolados, assim
como o tipo de acido produzido por cada bactéria.
De forma geral, a producdo de acidos organicos
varia com as condi¢Bes do meio, estado fisiologico e
o tipo de microrganismo (Sousa, 2010).

Os acidos orgéanicos detectados foram acético,
butirico, citrico, glucbénico, 2-cetoglucénico, latico,
oxalico, propibnico e succinico (Figura 1). Neste
estudo, o &acido glucdnico foi o mais frequente
(Figura 2), o que ja era esperado uma vez que,
dentre os acidos produzidos pelo metabolismo de
bactérias  solubilizadores de P, o0s mais
frequentemente detectados sdo o glucbnico, 2-
cetoglucénico, oxalico, succinico, citrico, latico
(Bidondo et al., 2012). Os &cidos glucbnico e 2-
cetogluconico séo relatados como um dos principais
mecanismos responsaveis pela solubilizacdo de
fosfato mineral, sendo resultados da via de oxidacao
direta de acUcares aldose mediada por acéo
enzimatica. Behera et al. (2014) observaram que a
concentracdo de 60 mM de acido glucdnico é
comum em ensaios com solubilizacdo de P e Miller
et al. (2010) relataram que a producdo de acido
glucbnico pode chegar a 32,8 mM. em
Pseudomonas. No Nosso trabalho, as
concentracbes de acido glucdonico mensuradas
foram de 16 a 324 mM, evidenciando o potencial de
solubilizacéo de P dos isolados avaliados.

O género Bacillus foi predominante (54,55%)
entre os isolados endofiticos produtores de &cidos
organicos. Todas as espécies identificadas foram
relatadas na literatura como endofiticas facultativas,
devido a sua capacidade de colonizar tanto o tecido
vegetal quanto a rizosfera (Bacon & Hinton, 2011).

CONCLUSOES

Ha variabilidade genética quanto ao potencial de
producdo de &cidos organicos entre as estirpes
bacterianas endofiticas avaliadas.

O principal acido organico produzido pelas
bactérias endofiticas de milho solubilizadoras de P,
foi 0 acido glucénico.

A produgéo de 4cido glucbnico mensurada neste
estudo foi superior a de outros trabalhos relatados
na literatura.

Bacillus foi o género predominante entre os
isolados avaliados.
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Figura 1. Producdo relativa de &cidos orgénicos por bactérias endofiticas de milho solubilizadoras de fésforo, detectados pelo indice de refragdo em cromatografia
liquida de alta eficiéncia. Barras horizontais indicam o erro padrao da média de trés repeticdes.

25

[
(=]
|

Frequéncia absoluta écido glucénico
= =
(=] wu o wu
Il Il 1
k4 |

Acido glucénico (mM)

Figura 2. Frequéncia absoluta de acido glucdnico (mM) dentro dos intervalos de classes [0-360 mM] para as bactérias endofiticas de milho solubilizadoras de fosforo.
Barras verticais indicam o erro padrao da média de trés repeticdes.



