Selecao de linhagens de leveduras
multicompetentes em producao de acido
indolacético e biossolubilizacao de fosforo
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Resumo

O uso de fertilizantes quimicos na agricultura brasileira se intensificou com a expansdo da
fronteira agricola. Porém, a utilizacdo desses insumos em culturas agricolas gera danos ambientais.
Assim, a substituicao deles por biofertilizantes se torna essencial para um futuro sustentavel. Este
trabalho possui como objetivo a caracterizacdo e a selecdo de linhagens selvagens de leveduras
multicompetentes para a producao de acido indolacético (IAA) e para a biossolubilizacao de fosforo
(P) em meios com Ca_(PO,),, FePO, e AIPO,, a fim de buscar linhagens com potencial para biofertili-
zacdo. Para a determinacdo da solubilizacdo de P, setenta e duas linhagens de leveduras de diferen-
tes espécies foram inoculadas em meio sélido NBRIP contendo Ca,(PO,),, FePO, ou AIPO,. A avalia-
cdo foi realizada por meio do indice de solubilizacdo (IS), calculado por meio da razdo da média das
medidas de halos formados por solubilizacdo do meio pela média do didmetro das quatro colonias,
por placa. Para a quantificacdo de IAA, as leveduras foram inoculadas em meio liquido de YPD com
L-triptofano (L-Trp) 0,1% e amostras foram retiradas apds 120 horas para quantificacdo do fitormo-
nio por método colorimétrico. Por fim, doze linhagens que demonstraram producdo de IAA entre
13 pg/mL e 65 pg/mL foram selecionadas e avaliadas quanto a solubilizacdo de P em meio liquido
NBRIP com as fontes fosféricas Ca,(PO,),, FePO, e AIPO,. Os resultados revelaram que as leveduras
estudadas somente apresentam capacidade de formacdo de halos de solubilizagdo em meio sélido
com Ca,(PO,),. No entanto, houve solubilizagdo de P em meio liquido com todas as fontes fosfdricas.
Quanto a multicompeténcia, os dados apontam que, dentre as 72 linhagens avaliadas de 29 espé-
cies diferentes, destacaram-se trés linhagens de diferentes espécies. Desse modo, tais linhagens sdo
candidatas promissoras para a biofertilizacdo de culturas comerciais.

Termos para indexagao: acido indolacético, biofertilizagao, biossolubilizagdo, fosforo, leveduras.

Introducao

O Brasil € um dos principais consumidores de fertilizantes quimicos do mundo. No entanto, é
dependente do mercado internacional para obtenc¢do deles, uma vez que o Pais ndo figura como
um grande produtor. Além disso, a eficiéncia da utilizacdo de fertilizantes nitrogenados, fosfatados
e potassicos é reduzida por frequentes perdas por volatilizacdo, imobilizacdo ou outros processos
geoquimicos (Gomes et al, 2021). Dessa forma, os biofertilizantes surgem como uma alternativa
sustentavel aos fertilizantes convencionais, com impacto ambiental associado reduzido sem perda
de produtividade.
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Em meados da década de 1970, surgiu a utilizacdo de microrganismos eficientes (EM) como
biofertilizantes, que atuam como promotores do crescimento, ao disponibilizar formas inicialmente
nao assimildveis de nutrientes ao metabolismo vegetal. Além disso, os EM sdo ainda capazes de pro-
duzir e disponibilizar hormonios fitoestimuladores, como auxinas, giberelinas, jasmonatos, dentre
outros. Entretanto, o uso de biofertilizantes é ainda muito incipiente e had poucos estudos na litera-
tura que tratam da utilizacdo, dos mecanismos e da eficacia deles (Bonfim; Fontenele, 2017). Desse
modo, apesar de promissores, os EM para biofertilizagao ainda necessitam de pesquisas para sua
caracterizacao e possivel aplicagdo no campo.

A producdo de auxinas importantes para o crescimento vegetal, como o acido indolacético
(IAA), e a capacidade de biossolubilizacdo de fosforo (P) em diferentes substratos, por microrganis-
mo, tém sido amplamente estudadas. O acido indol-3-acético (IAA) estimula o rapido crescimento e
desenvolvimento vegetal, e ha avancos em estudos recentes do seu papel em intera¢des planta-mi-
crorganismo, principalmente com bactérias.

Deste modo, outros microrganismos, como fungos filamentosos e leveduras, também presen-
tes no solo, estao ganhando destaque como EM para o crescimento vegetal. A levedura Meyerozyma
guilliermondii CC1 foi avaliada como agente indutor de crescimento de milho e couve-chinesa, e de-
monstrou um potencial de elevar o indice de vigor das sementes (Nakayan et al., 2013). Por sua vez,
Candida tropicalis CtHY inoculada em sementes de arroz elevou em 35% o peso seco da planta em
detrimento das sementes controle sem inéculo (Amprayn et al., 2012). Nesse contexto, percebe-se
o grande potencial de linhagens selvagens de leveduras como microrganismos promotoras de cres-
cimento vegetal, e, subsequentemente, como biofertilizantes eficazes e sustentaveis.

Este trabalho possui como objetivo a identificacdo e a caracterizacdo de linhagens selvagens de
leveduras competentes na produgdo de IAA e na biossolubilizagdo de P em Ca,(PO,),, FePO, e AIPO,.
Para realizacdo do trabalho, setenta e duas linhagens de leveduras, provenientes da colecdo interna
da Embrapa, foram caracterizadas quanto a producdo de acido indolacético e a biossolubilizacdo de P.

Potencial de solubilizacao de P em meios solido e liquido por leveduras

As 72 leveduras foram plaqueadas em meio sélido de YPD e incubadas por 24 horas, a 28 °C.
Em seguida, pré-inéculos foram preparados em meio liquido YNB + 20 g/L de glicose e incubados
em shaker a 28 °C e 200 rpm por 24 horas. Por fim, quatro indculos de 10 pL de cada uma das 72
linhagens foram aplicados em placas contendo meio NBRIP (Murphy e Riley, 1962) com as seguintes
fontes de fosfato: Ca,(PO,),, AIPO, e FePO,.

As amostras em placas foram incubadas em estufa a 28 °C e a avaliagdo de crescimento de
halos de solubilizagdo foi realizada apds 24 horas, 72 horas e 144 horas de incubac¢do. Para deter-
minagdo do indice de solubilizagdo (IS) de P em meio sélido NBRIP de Ca (PO,), FePO, e AIPO,, os
halos de solubilizagdo visiveis nas placas, apds 144 horas de incubac¢do, foram mensurados com a
utilizacdo de paquimetros. O IS foi calculado da seguinte forma:

IS = Média didmetro halo/Média didmetro coldnia

Para cada amostra, foram obtidos quatro valores de IS, e, portanto, uma média desses quatro
valores foi calculada.

Para determinacdo da capacidade de biossolubilizacdo de P em meios liquidos NBRIP de
Ca,(PO,),, AIPO, e FePO,, utilizou-se o protocolo de Murphy e Riley (1962) para 12 linhagens pré-
-selecionadas a partir da competéncia em produzir IAA. Em resumo, as linhagens foram crescidas



conforme previamente descrito em meio NBRIP por cinco dias. Ao final, amostras foram retiradas e
o P foi quantificado por método colorimétrico.

Potencial de produgao de IAA por leveduras

Para quantificacdo de IAA produzido por cada levedura, cada linhagem foi cultivada em meio
liquido YPD e em YPD + Triptofano 0,1%, a 28 °C e 200 rpm por 120 horas. Ao final, amostras foram
retiradas e o IAA foi quantificado por método colorimétrico de Sun et al. (2014).

Para avaliacdo da multicompeténcia das leveduras, doze amostras foram selecionadas, as me-
Ihores linhagens na producdo de IAA, para repeticdo do ensaio de biossolubilizacdo de P em meio
liqguido. Os dados foram plotados em planilha e convertidos em graficos.

Resultados e discussao

Para avaliar a capacidade de leveduras solubilizarem fosfato em meio sélido, setenta e duas
linhagens de leveduras de 29 espécies diferentes foram selecionadas a partir da colecdao da Embrapa
e inoculadas em meio NBRIP contendo diferentes fontes de P. Dentre as placas de meio NBRIP
Ca,(PO,),, FePO, e AIPO,, foi observada a formagdo de halos em placas com Ca,(PO,), com 38 leve-
duras distintas. Os dados de IS foram calculados e 15 leveduras demonstraram valores de IS supe-
riores ao valor médio (Figura 1).

4 80
=
3 £
£ 60
of
=
<
%]
T 2 < 40
3 2
o u
> &
.
€
1 ] 20
o
c
8 III
0 0 III......I- _____
— ™M wn N o = ®m un N~ @ =S M ! ~ O
QO W YT =N~ M QO YT QT N0 ~N®O O 0 02 89 5 9 49 9 89 5 9 0 2 8587 2
n & B W< K o & & & B + [ S}

Linhagem Linhagens

Figura 1. A esquerda, indice de biossolubilizagdo de P em meio NBRIP Ca,(PO,), por leveduras. A média
de IS obtida para essas amostras é de 1,70. A direita, producdo de IAA, em pg/mL, por linhagem.

@® Concentragdo de P em Ca3(PO4)2 @ Concentracdo de P em FePO4
® Concentragdo de P em AIPO4

200

=
= 150 ° ®

E .
g 100 °

© (]

*g °

e 50 ° [ ] ° L4
o ° °
o $ ° ° o

0 a - a - - a

11 112 113 14 L5 6 L7 L8

—

9 110 L11 L12

Amostras

Figura 2. Biossolubilizagdo de P em meio liquido NBRIP Ca,(PO,),, FePO, e AIPO, por diferentes
leveduras. Apenas as 12 amostras selecionadas pelo screening estao representadas no grafico.
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De forma complementar, a solubilizacdo de fosfato pelas 72 leveduras também foi avaliada em
meio liquido NBRIP Ca,(PO,),, FePO, e AIPO,. Os resultados demonstraram que as leveduras sdo
mais competentes na solubilizacdo Ca,(PO,), (Figuras 1 e 2). Quanto a solubilizagdo em meio com
FePO, e AIPO,, houve pouca variagdo para cada amostra, com exce¢do de uma linhagem L7, que
demonstrou maior competéncia no meio com Fe.

A produgao de IAA foi avaliada em meio YPD-trip, uma vez que as leveduras se mostraram mais
competentes na producdo do fitormonio no meio com o aminodcido. Das 72 linhagens, doze foram
capazes de produzir entre 13 pg/mL e 65 pg/mL de IAA (Figura 1). Finalmente, buscou-se identificar
linhagens com capacidade de solubilizar P e produzir IAA. Para tanto, os dados gerados foram ana-
lisados em conjunto (Figuras 3, 4, 5). E possivel observar a predominancia de algumas linhagens na
multicompeténcia para todos os meios: as linhagens L1, L2 e L4.
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Figura 3. Gréfico de dispersdo com os valores de concentragdo, em mg/L, de P biossolubilizado em
meio liquido NBRIP Ca,(PO,),, no eixo Y, e os dados de produgdo de IAA, em ug/mL, no eixo X.
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Figura 4. Gréfico de dispersdo dos valores de concentracdo, em mg/L, de P biossolubilizado em
meio liquido NBRIP FePO,, no eixo Y, e os dados de produgdo de IAA, em pg/mL, no eixo X.
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Figura 5. Gréfico de dispersdo dos valores de concentragdo, em mg/L, de P biossolubilizado em
meio liquido NBRIP AIPO,, no eixo Y, e os dados de producdo de IAA, em ug/mL, no eixo X.



Conclusao

A avaliagdo da multicompeténcia das 72 linhagens de leveduras utilizadas neste trabalho,
para a produgdo de IAA e para a biossolubilizagdo de P em meios com Ca,(PO,),, FePO, e AIPO,,
concomitantemente, permitiu a identificagdo de trés linhagens promissoras para utilizagdo como
biofertilizantes.
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