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Parece inevitdvel que complexos inteiramente novos de bactérias esperem ser descobertos no chdo do fundo do mar,
nas bainhas de orquideas das florestas pluviais, em meio a escuma de algas de lagos e montanhas e em milhares de
locais de todo o mundo em que ndo costumamos nem reparar (WILSON, 2012, p. 182)



RESUMO

O solo apresenta elevada biodiversidade e a rizosfera € reconhecida como uma zona de intensa
atividade microbiana e enzimdtica, apresentando uma complexa diversidade estrutural e
funcional. As transformacdes bioquimicas no sistema solo-planta sao altamente dependentes ou
relacionadas a presenca de microrganismos e suas enzimas. Ainda, na rizosfera podem atuar
microrganismos solubilizadores de fosfato, capazes de disponibilizar fésforo no solo passivel
de absor¢do pelas plantas. Este estudo objetivou avaliar, em meios de cultura sélidos, os
potenciais hidrolitico e de solubilizagdo de fosfato de rizobactérias isoladas da cultura do
morangueiro (Fragaria X ananassa Duch.). O solo rizosférico apresentou uma contagem
bacteriana de 2,75 + 0,7 x 10’ UFC g'1 solo seco (n = 3), apresentando diferenca significativa
em relacdo solo ndo-rizosférico, que atingiu 1,99 + 0,9 x 107 UFC g‘l solo seco (n = 3). No
total, 30 rizobactérias foram isoladas em culturas puras, sendo que 60,0% (18) apresentaram
morfologia de coco e 40,0% (12) morfologia de bastonete. Em relacdo a coloracdo de Gram,
86,7% (26) dos isolados foram classificados como Gram-positivos e 13,3% (4) como Gram-
negativos. Dos 30 isolados bacterianos avaliados quando ao potencial proteolitico e celulolitico,
56,7% (17) e 33,3% (10) apresentaram capacidade de producdo de proteases e celulases,
respectivamente. Ao longo de sucessivos repiques, alguns isolados ndo apresentam mais
crescimento, impossibilitando a realizagcdo dos testes subsequentes. Dos 26 isolados bacterianos
avaliados quanto ao potencial amilolitico, 19,2% (5) apresentaram a capacidade de producio
de amilases. Dos 24 isolados bacterianos avaliados quanto ao potencial lipolitico e de
solubilizacdo de fosfato inorganico, 100,0% apresentaram capacidade de producgdo de lipases e
16,7% (4) produziram halo de solubilizacdo. Dos 24 isolados bacterianos avaliados para as
cinco atividades, todos apresentaram ao menos uma atividade, onde 29,2% (7) dos isolados
demonstraram somente uma das cinco atividades avaliadas. Ainda, 37,5% (9) apresentaram
duas atividades, com a combinacdo protease + lipase (66,7%) sendo a mais frequentemente
observada; 20,8% (5) apresentam trés atividades combinadas e 12,5% (3) apresentaram quatro
das cinco atividades investigadas, onde a combinacdo protease + celulase + amilase + lipase
representou 100,0%. Nenhum isolado bacteriano no presente estudo apresentou a combinagdo
das cinco atividades avaliadas. Os resultados obtidos indicam a potencial versatilidade
funcional dos isolados bacterianos, que podem ser importantes nas perspectivas agronomica,
ecologica e biotecnoldgica.

Palavras-Chave: Microbiota do solo. Diversidade funcional. Enzimas. Potencial hidrolitico.
Solubilizagdo de fosfato.



ABSTRACT

Soil presents a high biodiversity, and the rhizosphere is acknowledged as a zone of intense
microbial and enzymatic activities, presenting a complex structural and functional diversity.
Biochemical transformations on the soil-plant system are highly dependent or related to the
presence of microorganisms and their enzymes. Also, phosphate-solubilizing microorganisms
might act in the rhizosphere, providing phosphorus (P) to the soil that might be absorbed by
plants. This study aimed to evaluate, in solid culture media, the hydrolytic and phosphate-
solubilizing potentials of rhizobacteria isolated from strawberry crop (Fragaria X ananassa
Duch.). Rhizospheric soil presented bacterial counts of 2.75 + 0.7 x 10’ CFU g dry soil (n =
3), which was significantly different from that of non-rhizospheric soil, which reached 1.99 +
0.9 x 10’ CFU g! dry soil (n = 3). In total, 30 rhizobacteria were isolated in pure cultures, with
60.0% (18) being cocci and 40.0% (12) being bacilli. As for Gram staining, 86.7% (26) of the
isolates were classified as Gram-positive, and 13.3% (4) classified as Gram-negative. From the
30 bacterial isolates evaluated for proteolytic and cellulolytic potentials, 56.7% (17) and 33.3%
(10) presented the capacity of producing proteases and cellulases, respectively. Through
successive plating, some isolates no longer grew, making it impossible to carry out subsequent
tests. From 26 isolates evaluated for amylolytic potential, 19.2% (5) demonstrated the ability
to produce amylases. Considering the 24 isolates assessed for lipolytic potential and
solubilization of inorganic phosphate, 100.0% presented the capacity to produce lipases and
16.7% (4) produced solubilization haloes. As for the 24 bacterial isolates assessed for the five
activities, all presented at least one of the activities, and 29.2% (7) demonstrated a single
activity. In addition, 37.5% (9) presented two of the evaluated activities, with the combination
protease + lipase (66.7%) being the most frequently observed; 20.8% (5) displayed three
combined activities and 12.5% (3) presented four out of five activities investigated, being the
combination protease + cellulase + amylase + lipase representing 100.0%. None of the bacterial
isolates in the present study displayed the five evaluated activities. Obtained results indicate the
potential functional versatility of the bacterial isolates, which may be important from
agronomic, ecological and biotechnological perspectives.

Keywords: Soil microbiota. Functional diversity. Enzymes. Hydrolytic potential. Phosphate
solubilization.
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1. INTRODUCAO

Solos sdo cole¢des de corpos naturais, constituidos por partes sdlidas, liquidas e gasosas,
dinamicos e heterogéneos, constituidos por fragcdes minerais e orginicas, 4gua, ar e seres vivos
(SANTOS et al., 2013). Sob o enfoque funcional agricola, o solo constitui o ambiente natural
onde se desenvolvem as plantas, atuando como elemento de suporte e de disponibilizacdo de
dgua e nutrientes, e determinante da produtividade do sistema produtivo em funcdo de
limitacdes de sua fertilidade (DENARDIN et al., 2014). Assim, na agricultura o solo é o
principal recurso explorado, e sua fertilidade, historicamente, foi estudada como o resultado de
parametros quimicos. Contudo, o conceito de qualidade do solo envolve também fatores
bioldgicos. De fato, os servicos ambientais prestados pelos solos nos (agro)ecossistemas sao,
em grande parte, realizados por organismos vivos. Neste sentido, a biota e a biodiversidade dos
solos vém recebendo crescente atencdo por sua participacdo na funcionalidade e

sustentabilidade dos solos (ARIAS et al., 2005; JEFFERY et al., 2010).

No solo, a microbiota desempenha diversas atividades, como a decomposi¢dao de
compostos organicos, fixacdo de nitrogénio atmosférico, producdo de fitohormdnios,
solubilizacio de minerais, degradacio de xenobidticos, producdo de substincias
antimicrobianas, entre outras (COTTA, 2016). Pelo cariter insoliivel e macromolecular da
maioria dos componentes organicos no solo, as etapas iniciais da decomposi¢ido requerem a
producdo de enzimas hidroliticas extracelulares, como celulases, amilases, proteases e lipases
(MAKOI & NDAKIDEMI, 2008; BURNS et al., 2013). A microbiota também pode afetar
indiretamente a fertilidade dos solos, podendo atuar na disponibilizacdo de fésforo (P) as

plantas, através de processos de solubilizacdo e mineralizacio (SHARMA et al., 2013).

O conhecimento da diversidade microbiana e o potencial enzimatico e funcional da
microbiota adquirem importancia no contexto da qualidade do solo, visto que estdo associados
a estabilidade do ecossistema frente a disturbios ambientais naturais ou antropicos (JURBURG
& SALLES, 2015), bem como o potencial solubilizador de fosfatos de microrganismos do solo
pode implicar em sua utiliza¢ao na disponibilizacdo de P as plantas através de estratégias no

manejo de sistemas agricolas sustentdveis (GYANESHWAR et al., 2002).

Os microrganismos representam também uma importante fonte de recursos genéticos,
com potencial aplicacao biotecnoldgica (OLIVEIRA; SETTE; FANTINATTI-GARBOGGINI,
2006). Neste contexto, a prospec¢do funcional de microrganismos quanto ao seu potencial

hidrolitico e solubilizacdo de fosfato inorgéanico, além de contribuir para a ampliacdo do
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conhecimento sobre sua participacdo na ciclagem de nutrientes nos solos e na dinadmica e
ecologia de populagdes no sistema solo, pode indicar futuras aplicacdes biotecnolégicas no
campo do bioprocessamento de residuos, producdo de enzimas de interesse industrial e
disponibiliza¢do de P no solo. Contudo, observa-se um reduzido nimero de estudos sobre a
diversidade e funcionalidade dos microrganismos do ambiente solo e suas relacdes com as
plantas nos agro(ecossistemas), devido ao fato de grande parte dos estudos serem dirigidos
principalmente as culturas agricolas cultivadas em larga escala, como o milho (Zea mays)
(PEDRINHO et al., 2010), soja (Glicine max) (NOGUEIRA & CARDOSO, 2002), cana-de-
acucar (LEITE et al., 2014) entre outros.

Porém, igualmente importante para a economia nacional, encontra-se o grupo das
pequenas frutas, onde o morangueiro (Fragaria X ananassa Duch.) € uma das espécies de maior
expressdo econdmica nesse grupo (MADAIL et al.,, 2007; FACHINELLO et al., 2011).
Contudo, apesar de alguns trabalhos demonstrarem que na cultura do morangueiro o manejo do
solo afeta indicadores microbianos (TEIXEIRA & VIEIRA, 2008), sdo escassos os estudos que
abordam a diversidade funcional dos microrganismos ou outros indicadores microbianos na

cultura do morangueiro.

Devido ao crescente reconhecimento da importancia dos microrganismos no solo e suas
relagdes ecossist€émicas com plantas cultivadas, aliado aos escassos estudos sobre
biodiversidade e funcionalidade desses microrganismos em culturas de elevada importancia
econdmica, como o grupo das pequenas frutas, o objetivo do presente trabalho foi isolar
bactérias heterotroficas da rizosfera da cultura do morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.)
conduzido em sistema de produgdo organica, e posterior biocaracterizagdo do potencial

hidrolitico e solubilizador de fosfato inorgénico.

1.1. OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Isolar bactérias heterotroficas da rizosfera da cultura do morangueiro (Fragaria X
ananassa Duch.) conduzido em sistema de producdo organica visando biocaracterizar seu

potencial hidrolitico e solubilizador de fosfato inorganico.
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1.1.1.1 Objetivos especificos

e [solar rizobactérias da cultura do morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.) conduzido
em sistema de produgdo organica;

e Comparar a contagem de bactérias heterotréficas cultivaveis entre o solo rizosférico e
solo ndo-rizosférico.

e Avaliar o potencial de producgado de proteases pelas rizobactérias;

e Avaliar o potencial de producgdo de celulases pelas rizobactérias;

e Avaliar o potencial de produ¢do de amilases pelas rizobactérias;

e Avaliar o potencial de producgdo de lipases pelas rizobactérias;

e Avaliar o potencial de solubilizacdo de fosfato inorgéanico pelas rizobactérias;



15

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MORFOLOGIA, DESCRICAO BOTANICA E ASPECTOS GERAIS DO
MORANGUEIRO

O morangueiro (Fragaria x ananassa Duch) (Figura 1) pertence a familia Rosaceae,
que engloba grande nimero de espécies de clima temperado, economicamente importantes em
fruticultura (QUEIROZ-VOLTAN et al., 1996). E uma planta rasteira, composta por folhas, um
caule modificado (conhecido como coroa), e sistema radicular que alcanga cerca de 20 cm de

profundidade (ANTUNES & HOFFMAN, 2012).

—— Flor secundarna

Inflorescéneia

e 1 =
Wiy _’%
Ty V3 S A N - ARG
Folhas (trifdlig) - = / ] P £ i Fruto primaria
§ P = [l §
b

F e -;
—-\é* _,f"' ¥ : -i’, nf;l." g
i 4 @
Gomo axiliar = \ ﬁ W ;
Estiputas™ = ‘ E A
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i Raizes primarias
Raizes secundarias —+ 1)

Figura 1. Planta adulta do morangueiro (Fonte: PALHA, 2005).

O caule de uma planta de morangueiro € reduzido a um rizoma curto, com um gomo
terminal foliar que assegura seu prolongamento e da origem as folhas, cada uma delas composta
de trés foliolos, sendo que ao agregado de rizomas curtos resultantes da ramificacio do rizoma
inicial did-se o nome de coroa, sendo esse conjunto que imprime as plantas de morangueiro

adultas a forma de tufo caracteristico (CAMARGO; SCARANARI; IGUE, 1974).
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Possui inflorescéncia terminal, com flores pentdmeras e hermafroditas, com 20 a 30
estames e de 60 a 600 pistilos, sendo que a fecundagdo dos 6vulos € feita pelo pélen da mesma
flor, de flores da mesma planta ou de flores de diferentes plantas (PALHA, 2005).
Botanicamente, o morango € um receptdculo carnoso no qual estdo aderidos numerosos
aquénios, que sdo os verdadeiros frutos, onde o recepticulo € de coloracdo vermelho-viva,
suculento e atrativo (ANTUNES & HOFFMAN, 2012). Assim, o morango € um pseudofruto,
pois se origina de uma tdnica flor com vérios ovdrios, onde o desenvolvimento de cada ovério
produz uma fruta, e cada um dos pequenos pontos escuros do morango (chamados
popularmente de sementes) € cientificamente conhecido como aquénio, que, na verdade, € o

verdadeiro fruto (ANTUNES; CARVALHO; SANTOS, 2011).

O morangueiro produz melhor em solos de textura argilo-arenoso, bem drenados, ricos
em matéria organica e com adequada estrutura fisica, com preferéncia a uma faixa de pH ideal
entre 5,5 e 6,0, sendo uma cultura exigente tanto em macronutrientes, como nitrogénio e

fésforo, como em micronutrientes (SOUZA et al., 1977; ANTUNES & HOFFMAN, 2012).

Em relagdo ao fotoperiodo e temperatura, as cultivares de morangueiro sdo classificadas
em cultivares de dia curto (DC), de dia longo (DL) e neutras (N) ou indiferentes ao fotoperiodo
(ID). Nas cultivares DC a iniciacdo floral ocorre em fotoperiodos inferior a 14 horas ou a
temperaturas inferiores a 15 °C em condicdes de dia longo, enquanto as cultivares DL a
iniciacdo floral ocorrem em fotoperiodos superiores a 12 horas e as cultivares ID sdo bastante
flexiveis, podendo iniciar a floragdo em qualquer altura do ano, exceto a temperaturas acima de

30 °C (PALHA, 2005).

O morangueiro possui diversas cultivares comerciais. No Brasil, o padrdo varietal
concentra-se em um nimero reduzido de cultivares, sendo predominante as cultivares ‘Oso
Grande’ na regido Sudeste e ‘Camarosa’, ‘Aromas’ e ‘Albion’ na regido Sul (ANTUNES;
CARVALHO; SANTOS, 2011), sendo ‘Oso Grande’ e ‘Camarosa’ cultivares de dia curto, €

‘Aromas’ e ‘Albion’ de dia neutro.

2.1.1 Aspectos econémicos

Economicamente, o morangueiro ¢ uma das espécies de maior expressao econdmica
entre as pequenas frutas, se destacando pela sua coloracdo atraente e agraddvel sabor

(ANTUNES; CARVALHO; SANTOS, 2011; MADAIL et al., 2007). No grupo das pequenas
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frutas, o morangueiro é o mais representativo, encontrando-se em regides de clima temperado
e subtropical (ANUARIO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2005) com producio de
aproximadamente 105 mil toneladas anualmente, distribuidas em quatro mil hectares no Brasil
(REISSER JUNIOR et al., 2014). O interesse pelo cultivo do morango ¢ justificado pela alta
rentabilidade da cultura, o amplo conhecimento e a aceitacdo da fruta pelo consumidor e pela
diversidade de op¢des de comercializacao e processamento (polpa, sorvetes, geleias, compotas

e sucos) (FACHINELLO et al., 2011).

No Brasil, o principal estado produtor é Sdo Paulo (SP), seguido do Rio Grande do Sul
(RS), Minas Gerais (MG) e Parand (PR), representando 30%, 29%, 22% e 19% da producao
nacional de morango, respectivamente (REISSER JUNIOR et al., 2014). No ano de 2014, foram
exportados 28.913 kg de morango, representando uma receita de US$ 218.000,00 e, em 2015,
foram exportados 37.244 kg de morango, representando uma receita de US$ 319.258,00, com
28,8% e 46,4% de aumento no volume de producio e na receita, respectivamente (ANUARIO
BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2016). No ano de 2016, ocorreu uma queda de 17,1% e
17,2% no volume e receita, respectivamente, porém, atingindo uma exportacao de 30.847 kg e
gerando uma receita equivalente a US$ 264.481,00 (ANUARIO BRASILEIRO DE
FRUTICULTURA, 2017).

2.1.2 Sistemas de producao

No Brasil, para a produ¢do de morangos sdo adotados ao menos trés sistemas de
producdo, que remetem a diferentes manejos adotados pelos agricultores: sistema convencional

de producdo (SCP), a producdo integrada (PI) e o sistema organico de produgdo (SOP).

O SCP € um dos sistemas de produgdo agricola, cujo processo de producio esta baseado
no emprego de adubos de sintese industrial e agrotéxicos (MARIANI & HENKES, 2015), e em
geral, ndo obedece a regras especificas para a produgdo, onde o produtor que o pratica utiliza-
se de insumos quimicos na etapa de fertilizagc@o e nos tratamentos preventivos e curativos contra
doengas e pragas, sem obedecer a regras técnicas pré-estabelecidas (MADAIL et al., 2007). Em
geral, para a cultura no morangueiro, o plantio convencional implica em arac¢do ou gradagem,
incorporagdo de calcério, preparo de canteiros, aplicacdo de adubos soluveis e aplicagdes de

pesticidas agricola (ANTUNES; CARVALHO; SANTOS, 2011).
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No Brasil, a PI é focada na adequacdo dos processos produtivos para obtencdo de
produtos de origem vegetal de qualidade, onde os niveis de residuos de agrotéxicos e
contaminantes encontram-se em conformidade com o que estabelece a legislagdo sanitdria,
apresentando também rastreabilidade da produgdo e com certificagdo pelo selo oficial “Brasil
Certificado” (BRASIL, 2017b). Atualmente a Producio Integrada € valida para todas as cadeias
do agronegdécio, ficando a cargo dos colegiados especificos a apresentagdo de propostas de
normas para cada cultura (BRASIL, 2017a). Assim, existe normas especificas para diversas
culturas, incluindo o morangueiro, ao qual possui normas técnicas especificas para a Produgao
Integrada, regidas pelo Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA), via
Instrucdo Normativa n° 14, de 03 de abril de 2008 (BRASIL, 2008)
e, pela Instrucdo Normativa n° 24, de 04 de agosto de 2010 (BRASIL, 2010).

Outro sistema de producdo em expansao no territério brasileiro € o SOP. Pela legislacao
brasileira, considera-se produto organico, seja ele in natura ou processado, aquele que € obtido
em um sistema organico de producdo agropecudria ou oriundo de processo extrativista
sustentdvel e ndo prejudicial ao ecossistema local (BRASIL, 2017¢). Em territdrio nacional, as
atividades pertinentes ao desenvolvimento da agricultura organica foram definidas pela Lei N°
10.831, de 23 de dezembro de 2003 (BRASIL, 2003) e a sua regulamentac@o ocorreu através
do Decreto N° 6.323, de 27 de dezembro de 2007 (BRASIL, 2007). Assim, a produg¢do organica,
defende a adoc¢@o de préticas conservacionistas tradicionais de manejo do solo, como plantio
em curva de nivel, formacdo de faixas de retencdo e corddes, priorizando praticas que
proporcionem a manutencdo e melhoria da qualidade do solo, por meio do revolvimento
minimo e do aumento dos teores de matéria organica e da atividade bioldgica no solo,
priorizando fontes organicas de nutrientes, ndo usando fertilizantes quimicos de alta

solubilidade (ALCANTARA & MADEIRA, 2008).

Em relacdo ao morangueiro, a producdo organica tem potencial para ser bastante
competitiva, quando equiparada com o sistema de produgdo convencional (DONADELLI;
KANO; JUNIOR, 2012), encontrando-se em expansdo no territorio nacional, contudo, com
producdo principalmente em pequena escala (MADAIL et al., 2007). Prioriza-se a adocdo das
seguintes praticas no cultivo do morango organico: adubacgdes organicas, como esterco bovino
curtido, “htimus de minhoca”, cama de aviario curtida, adubagdes verdes, adubos de baixa
solubilidade, produtos bioldgicos para os tratamentos fitossanitarios; rotacdo de culturas, entre
outras (ALCANTARA & MADEIRA, 2008; FALCAO et al., 2013; SILVA JUNIOR et al.,
2014).


http://www.agricultura.gov.br/assuntos/sustentabilidade/producao-integrada/arquivos-publicacoes-producao-integrada/instrucao-normativa-no-14-de-03-de-abril-de-2008-morango.pdf
http://www.agricultura.gov.br/assuntos/sustentabilidade/producao-integrada/arquivos-publicacoes-producao-integrada/instrucao-normativa-no-24-de-04-de-agosto-de-2010-morango.pdf
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/leis/2003/L10.831.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/leis/2003/L10.831.htm
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2.2 DIVERSIDADE MICROBIANA E SUAS FUNCOES NO SOLO

A grande diversidade de solos gera uma série de particularidades que se refletem na
constante busca por conhecimento e entendimento de seus processos (TURETTA; CASTRO;
POLIDORO, 2017). Cientificamente, um maior conhecimento sobre a diversidade microbiana
no solo possibilita uma melhor compreensdao das funcdes exercidas pelas comunidades
microbianas nos ambientes e o conhecimento das suas interacdes com outros componentes da
biodiversidade (OLIVEIRA; SETTE; FANTINATTI-GARBOGGINI, 2006). Atualmente a
classificacdo filogenética dos microrganismos estd dividida em diferentes grupos dentro de trés

grandes dominios (Fig. 2).

O solo € uma das principais fontes de diversidade microbiana na natureza (SILVA et
al., 2015a), sendo os microrganismos os principais responsdveis pelas reacdes bioquimicas
relacionadas n3o s6 com a transformacdo da matéria orginica, mas também com o
intemperismo das rochas, participando assim na génese do solo e atuando como reguladores de
nutrientes, pela decomposicao da matéria organica e ciclagem dos elementos, operando como
fonte e dreno de nutrientes para o crescimento de vegetais (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006;
ANDREOLA & FERNANDES, 2007).

A decomposi¢do de materiais organicos no solo, realizada por microrganismos, resulta
na liberacdo de nutrientes, que ficam disponiveis para absor¢do pelas plantas. Assim, a
microbiota influéncia direta e indiretamente a fertilidade do solo. Os fluxos de energia e ciclo
do carbono, nitrogé€nio, entre outros nutrientes, através do sistema decompositor do solo sdo
dominados pelos microrganismos. A despolimerizacio do material orginico, seguida pela
mineralizacdo dos produtos labeis pela microbiota cria a base tréfica das teias alimentares
associadas aos detritos orgéanicos no solo, dirige os ciclos globais do carbono e nutrientes, e
intermedia a produgdo vegetal e composi¢cao atmosférica (BURNS et al., 2013). Assim, no solo,
o conjunto de componentes organicos oriundo de plantas, animais € microrganismos sao
constituidos por estruturas diversas e complexas, onde a decomposicdo e reciclagem destes
compostos no solo usualmente necessitam da atuacdo combinada de diferentes mecanismos e

microrganismos (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).
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Figura 2. Microrganismos e sua distribui¢do nos Dominios Archaea, Bacteria e Eucarya
(Fonte: MANFIO, 2002).

As relagdes ecoldgicas estabelecidas pelos microrganismos sdo importantes tanto na
manuten¢do da qualidade e diversidade bioldgica dos solos, como na sanidade e nutri¢do das
plantas nos (agro)ecossistemas (BERENDSEN et al., 2012; BALOTA, 2017). Assim, um nicho
ecoldgico com ampla biodiversidade de microrganismos e atividades bioquimicas € a rizosfera
das plantas. A rizosfera é o ambiente formado pelo solo que sofre influéncia de raizes, sendo
reconhecida como uma zona de elevada atividade microbiana e enzimatica em comparag¢ao com
solos sem estas influéncias (BANDICK & DICK, 1999; MANHAES & FRANCELINO, 2013;
ROMAGNOLI & ANDREOTE, 2016). O aumento significativo no nimero e diversidade de
bactérias no solo rizosférico é consequéncia do denominado efeito rizosférico, caracterizado
pela estimulacdo da atividade da comunidade microbiana devido a liberagdo, pelas raizes, de
exsudatos, mucilagens, secrecdes e lisados celulares contendo acicares, aminodcidos,
vitaminas, acidos organicos, entre outros (CARDOSO & NOGUEIRA, 2007; CORDEIRO;
CORA; NAHAS, 2012).

Apesar da compreensao da importincia da microbiota nos processos bioldgicos no solo,
observa-se ainda um reduzido nimero de estudos sobre a diversidade e funcionalidade dos

microrganismos do ambiente solo e suas relacbes com as plantas nos agro(ecossistemas),
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devido tanto a sua diversidade e complexidade, como pela heterogeneidade dos solos, bem

como devido aos diferentes manejos do solo nas culturas agricolas.

Considerando o fato de o solo ser uma das principais fontes de diversidade microbiana,
a prospec¢ao funcional é uma ferramenta essencial para a compreensao das fungdes e interagdes
ecoldgicas exercidas pelos microrganismos nos (agro)ecossistemas, além contribuir para a
pesquisa e desenvolvimento biotecnolégico com potencial aplicacio em diversos setores
comerciais e industriais. Assim, observa-se que pesquisas com estas abordagens vém crescendo
mundialmente e, o Brasil ocupa importante posi¢cdo com relacdo a publicagdes na drea da

bioprospeccao (LIMA; VELHO; FARIA, 2007; MARQUES et al., 2013).

2.2.1 Microrganismos e enzimas microbianas

As transformagdes bioquimicas no sistema solo-planta sdo dependentes ou relacionadas
a presenga de microrganismos e suas enzimas (BRANDANI & SANTOS, 2016), como
celulases, proteases, amilases e lipases, sendo a maioria de origem microbiana (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006; CENCIANI et al., 2011). Portanto, as enzimas sdo parte integral da ciclagem
de nutrientes nos solos, sendo consideradas indicadores potenciais da qualidade do solo devido
a sua relagdo com a biologia do solo, facilidade de medicao e resposta rdpida as mudancas no

manejo do solo (DORAN, 1980; BANDICK & DICK, 1999).

O material celulésico ou a lignocelulose € um termo genérico para descrever os
constituintes principais da biomassa vegetal, composta por celulose, hemicelulose e lignina
(OGEDA & PETRI, 2010). A celulose € um biopolimero linear de moléculas de glicose
associadas por ligagdes B-1,4 glicosidicas, constituinte da parede celular de plantas, sendo o
componente mais abundante da biomassa vegetal na Terra (OGEDA & PETRI, 2010; BEHERA
et al., 2017). As celulases constituem um grupo de enzimas que catalisam a clivagem das
ligacdes nas moléculas de celulose, sendo sintetizadas por diversos microrganismos (LYND et
al., 2002; MAKI; LEUNG; QIN, 2009). Assim, entre 0s microrganismos responsaveis pela
degradacdo de celulose no solo, encontram-se, por exemplo, bactérias dos géneros
Pseudomonas, Chromobacterium, Bacillus, Clostridium, Streptomyces, Cytophaga, Vibrio,
Polyangium, Cellulomonas, Streptomyces e Nocardia (SIQUEIRA et al., 1994; KUHAD;
GUPTA; SINGH, 2011).
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O amido € o principal componente de reserva das plantas. Estruturalmente, o amido é
um homopolissacarideo composto por cadeias de amilose, formada por unidades de glicose
unidas por ligagdes glicosidicas a-1,4, originando cadeias lineares; e amilopectina, formada por
unidades de glicose unidas em a-1,6 formando uma estrutura ramificada (DENARDIN &
SILVA, 2009). A clivagem das ligacdes glicosidicas nas moléculas de amido ¢ desencadeada
pelas enzimas amilases, liberando dextrinas e pequenos polimeros compostos por unidades de
glicose (GUPTA et al., 2003a; SUNDARRAM & MURTHY, 2014). Bactérias dos géneros
Bacillus, Chromohalobacter, Caldimonas, Halomonas, Rhodothermu, Nocardiopsis e
Lactobacillus, bem como fungos e leveduras dos géneros Thermomyces, Aspergillus,
Cryptococcus, Penicillium e Saccharomyces sdo microrganismos produtores de amilases

(SOUZA & MAGALHAES, 2010).

Enzimas amiloliticas e celuloliticas, atuam na degradacdo de residuos e biomassa
vegetais. Logo, a atividade destas enzimas e de seus microrganismos produtores esta
diretamente associada a ciclagem do carbono nos solos (GUNDI et al., 2007; SHAN et al.,
2008; CORDEIRO; CORA; NAHAS, 2012).

As proteases, também conhecidas como enzimas proteoliticas, sdo enzimas que
catalisam a quebra de proteinas por hidrolise de ligagcdes peptidicas (TURK, 2006). Podem ser
divididas em exopeptidases, que catalisam a hidrdlise do aminoacido terminal das cadeias
polipeptidicas e, endopeptidases, que catalisam a hidrolise das ligacdes peptidicas internas
(KASANA; SALWAN; YADAYV, 2011). No solo participam da protedlise, sendo um processo
importante relacionado a ciclagem de nitrogénio nos ecossistemas (VRANOVA; REJSEK;
FORMANEK, 2013). Logo, apds a protedlise pode ocorrer a desamina¢cdo de aminoacidos,
disponibilizando NH4" no solo, que pode entdo ser oxidado por bactérias nitrificantes,
resultando em nitrato, que € a principal forma de nitrogénio absorvida pelos vegetais
(MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Diversos microrganismos sao responsdveis pela producao
de proteases no solo, como bactérias do género Bacillus e Pseudomonas, além de fungos como
Pythium sp., Cladosporium herbarum, Aspergillus sp., Penicillium sp. e Trychophyton sp.,
incluindo colonizadores de raizes (VRANOVA; REJSEK; FORMANEK, 2013).

Lipases e esterases sao hidrolases capazes de catalisar a clivagem e formacao de ligagcdes
éster. As lipases s@o enzimas hidroliticas que atuam, em condi¢des aquosas, nas ligacdes éster
carboxilicas presentes em triglicerideos para liberar dcidos graxos e glicerol, onde os substratos

naturais das lipases sdo triglicerideos compostos por dcidos graxos de cadeia longa (usualmente
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maiores que 10 carbonos), que t€ém solubilidade muito baixa em 4gua, e a reacdo € catalisada
na interface 6leo-dgua (GUPTA; GUPTA; RATHI, 2004; HASAN; SHAH; HAMMED, 2009).
As esterases hidrolisam substratos de menor hidrofobicidade e triglicerideos com 4cidos graxos

de cadeia usualmente menor que seis carbonos (LOPES et al., 2011).

Enzimas lipoliticas estdo entre as enzimas que apresentam envolvimento com as
transformacgdes e decomposicdo de materiais organicos nos solos (BURNS & DICK, 2002;
NANNIPIERI et al., 2003) e diversos microrganismos sdo responsdveis pela producio de
lipases no solo, como por exemplo bactérias dos gé€neros Acinetobacter, Pseudomonas,
Bacillus, Burkholderia e Staphylococcus ou fungos dos géneros Aspergillus, Rhizopus,

Penicillium, Colletotrichum e Geotrichum (TREICHEL et al., 2010).

2.2.2 Solubizacao de fosfatos

O foésforo (P) € o segundo nutriente mais limitante ao crescimento vegetal e, com isso,
da produtividade agricola (EPSTEIN & BLOOM, 2006). Em relacio aos demais
macronutrientes no solo o fésforo apresenta menor disponibilidade para absorcdo pelos vegetais
(KHAN; ZAIDI; WANI, 2007; ZAIDI et al., 2009). No solo, microrganismos podem atuar na
disponibilizag¢ao de fésforo, através da capacidade de solubilizar fosfatos naturais, existentes
ou adicionados solo, e os compostos de baixa solubilidade formados apds a adi¢do de fosfatos
soliveis (ALVES; MENDOZA; SILVA FILHO, 2002). O principal mecanismo de
solubilizacdo de fosfato inorgéanico insoluvel € a produgdo de dcidos organicos, enquanto que
as fosfatases dcidas desempenham um papel importante na mineralizacdo do fdsforo
complexado na matéria organica no solo (RODRfGUEZ & FRAGA, 1999; KHAN; ZAIDI;
WANI, 2007).

Bactérias solubilizadoras de formas insoliveis de P inorgéanico vém sendo encontradas
em diferentes nichos nos solos, sendo grande parte isolada a partir de ambientes rizosféricos
(GYANESHWAR et al., 2002; SHARMA et al., 2013), onde alguns estudos apontam para
possibilidade de manejo das populacdes de microrganismos solubilizadores desses fosfatos no
solo ou a aplicacdo de bactérias solubilizantes de fosfato inorganico insolivel como inoculantes
na agricultura, aumentando assim a absorcio de P pelas culturas (RODRIGUEZ & FRAGA,
1999; ZAIDI et al., 2009; BALOTA, 2017). No solo, diversas bactérias foram reportadas com

a capacidade de solubilizacao de fosfato inorgénico insolivel no solo, como bactérias do género
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Bacillus, Burkholderia, Citrobacter Pseudomonas, Rhizobium e Xanthobacter (RODRIGUEZ
& FRAGA, 1999; SHARMA et al., 2013).

2.3 PROSPECCAO FUNCIONAL E BIOTECNOLOGIA

As enzimas sdo proteinas altamente especializadas na catélise de reagdes em sistemas
bioldgicos, possuindo alto grau de especificidade por seus substratos e acelerando reagdes
quimicas (NELSON & COX, 2005). Estes biocatalisadores sdo comumente usados em diversas
aplicacdes industriais, visto que a demanda por enzimas mais estdveis, especificas e altamente
ativas estd crescendo rapidamente (BHAT, 2000), sendo que a maior parte do mercado de
enzimas industriais € ocupada por enzimas hidroliticas, tais como proteases, amilases, celulases
e lipases (GUPTA; GUPTA; RATHI, 2004). O uso de enzimas pela industria deve-se ao fato
delas serem bastante ativas e versdteis, ndo requerem altas temperaturas e valores extremos de
pH e executam uma variedade de transformacdes de modo seletivo e rdpido em condi¢des
brandas de reacdo, o que torna altamente desejdvel o seu uso como catalisadores

(ORLANDELLI, et al., 2012).

Em 1983, May e Padgette anunciaram que a variedade de transformacdes quimicas
catalisadas por enzimas fazem destes catalisadores um alvo principal para a exploragdo pelas
industrias biotecnoldgicas emergentes (MAY & PADGETTE, 1983). Diversos processos
industriais utilizam enzimas como biocatalisadores e, desta forma, a busca por microrganismos

que possam produzir essas enzimas € constante (MONTEIRO & SILVA; 2009).

Nesse contexto, o conhecimento da biodiversidade e bioprospec¢do de novos
microrganismos tornaram-se um dos focos principais da era biotecnoldgica, visto que a
utilizacdo destes organismos na busca de solu¢des nas dreas de alimento, saide, meio ambiente
e industria vém crescendo de forma acelerada no atual cenario mundial (OLIVEIRA; SETTE;
FANTINATTI-GARBOGGINI, 2006). Tradicionalmente, as técnicas estrategicamente
adotadas envolvem a coleta e isolamento de espécimes, na observacdo do sistema e
experimentacdo em laboratério (BULL; WARD; GOODFELLOW, 2000). Portanto, os
métodos utilizados nos estudos em microbiologia do solo, sdo, em sua maioria, dependentes do

cultivo de microrganismos em laboratério (SILVA et al., 2015a) (Fig. 3).
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Figura 3. Técnicas tradicionais para o estudo da diversidade/dinamica dos microrganismos do
solo (Adaptado de SILVA et al., 2015a).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA DE SOLO RIZOSFERICO E MANIPULACAO DAS AMOSTRAS

A coleta de amostras de solo de ambiente rizosférico de morangueiro (Fragaria x
ananassa Duch) cv. Camarosa (cultivar de fotoperiodo curto) foi realizada em propriedade com
certificacdo para sistema de producdo organica na Linha Santa Barbara, municipio de Cerro
Largo, regido Noroeste do estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Para as amostras de solo
rizosférico, as plantas (n = 10) foram cuidadosamente removidas com as raizes intactas e o solo
frouxamente aderido as raizes foi removido por agitacio manual (TURNBULL; LIU;
LAZAROVITS, 2012). Considerando-se como solo de ambiente rizosférico o solo firmemente
aderido as raizes. Através do auxilio de espétulas estéreis, o solo do ambiente rizosférico foi
coletado, acondicionado em frascos de vidro estéreis, e encaminhado ao Laboratério de
Microbiologia da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS) campus Cerro Largo/RS, para

processamento das amostras.

Uma amostra composta e homogeneizada (10 g) de solo foi adicionada, assepticamente,
em um Erlenmeyer contendo 90 mL de solucdo salina (0,85% NaCl, m v'') estéril. O
Erlenmeyer foi submetido a agitagdo orbital (200 rpm) por 20 min em temperatura ambiente.
ApOs a agitacdo, seguiu-se as dilui¢cOes decimais em série, realizadas em solucao salina estéril.
Foram inoculados 100 puL de cada dilui¢do por espalhamento, em triplicata para cada diluigdo,
em placas de Petri contendo Agar Padrdo Contagem (PCA). Seguiu-se a incubagio das placas

inoculadas a 30 °C por 72 h.

Com o intuito de realizar a comparacdo entre contagens de bactérias heterotréficas
cultivaveis, realizou-se simultaneamente a coleta e avaliacdo de solo rizosférico e ndo-
rizosférico nos canteiros com cultivo de morangueiros. O solo nao-rizosférico foi coletado a
uma profundidade de 0 a 5 cm em dez pontos aleatérios nos canteiros, adotando-se

posteriormente a mesma metodologia empregada para o solo rizosférico.

Para determinacdo da umidade do solo, parte das amostras de solo foi alocada em estufa

para secagem a 105 °C, até atingir massa constante.

3.2 CONTAGEM E ISOLAMENTO DE RIZOBACTERIAS
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Ap6s a incubagdo (30 °C por 72 h) das placas inoculadas, aquelas contendo de 20 a 200
coldnias foram utilizadas para contagem de bactérias cultivdveis. Os resultados foram expressos
em Unidades Formadoras de Coldnia por grama de solo seco (UFC g! solo seco). Somente para
as placas inoculadas com solo rizosférico realizou-se a avaliacdo da morfologia das colOnias
bacterianas e posterior isolamento, descartando-se as placas inoculadas com solo ndo-
rizosférico. Assim, para o solo rizosférico realizou-se a avaliacdo da morfologia das coldnias
bacterianas em todas as placas com diferentes diluicdes, onde as coldonias com aspecto
morfoldgico visualmente distinto foram selecionadas para isolamento em culturas puras através
da técnica de esgotamento em placas de PCA. Os isolados bacterianos foram mantidos a 4 °C

em PCA, e semeadas em novas placas a cada 45 dias.

3.3 MORFOLOGIA CELULAR E COLORACAO DE GRAM

Realizou-se a confeccdo de esfregacos em laminas para microscopia com as bactérias
isoladas, submetendo-as ao protocolo de coloragdo de Gram (FREITAS & PICOLI, 2007).
Avaliou-se o perfil tintorial apds coloragdo de Gram e a morfologia celular bacteriana,

utilizando microscépio Optico de campo claro, com aumento total de 1.000 vezes.

3.4 DETECCAO DO POTENCIAL CELULOLITICO DAS RIZOBACTERIAS

Cultivos em placas de Agar Carboximetil Celulose (Agar CMC) foram realizadas para
a deteccdo da capacidade de produgio de celulases pelos isolados bacterianos. O Agar CMC
foi composto por CMC (5,0 g L), NaNOs (2,0 g L), KoHPO;4 (1,0 g L), KCI (0,5 g L,
MgSO4 (0,5 g L), peptona (0,5 g L) e 4gar (15,0 g L). Os meios foram inoculados através
de picadas com os respectivos isolados bacterianos, seguindo-se de incubacao a 30 °C por 96
h. Apds esse periodo, foram adicionadas nas placas uma solucdo de lugol de Gram (iodeto de
potéssio e iodo metélico), seguindo-se de incubac¢do por 3-5 min. As placas foram visualizadas
quanto a presenca de halos transparentes visiveis ao redor das colonias bacterianas, indicando
a producdo e atuagdo de celulases (KASANA et al., 2008). Estes experimentos foram realizados

em triplicata (n = 3).
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3.5 DETECCAO DO POTENCIAL AMILOLITICO DAS RIZOBACTERIAS

Cultivos em placas contendo meio de cultura Agar Amido foram realizadas para a
detec¢io da capacidade de produgdo de amilases pelos isolados bacterianos. O Agar Amido foi
composto por amido soldvel (10 g L), extrato de levedura (2 g L"), peptona (5 g L, MgSOq4
0,5 g 'Y, NaCl (0,5 g L), CaCl, (0,15 g L") e 4gar (20 g L'!) (SANTOS & MARTINS,
2003). Os isolados bacterianos foram inoculados através de picadas nas placas e, apés
incubacdo a 25 °C por 96 h, adicionou-se solucdo de lugol de Gram nas placas por 3-5 min. A
presenca de halos transparentes visiveis ao redor das coldnias bacterianas indicou a produgdo
amilases pelos isolados no meio de cultura sélido. Estes experimentos foram realizados em

triplicata (n = 3).

3.6 DETECCAO DO POTENCIAL PROTEOLITICO DAS RIZOBACTERIAS

Cultivos em placas contendo meio de cultura Agar Leite (AL) foram realizadas para a
deteccdo da capacidade de producdo de proteases pelos isolados bacterianos. O AL foi
composto por peptona (5,0 g L), extrato de levedura (3,0 g L), leite UHT desnatado (10%, v
v!) e dgar (15,0 g L!). Os isolados bacterianos foram inoculados através de picadas nestas
placas e, apds incubag@o a 30 °C por 72 h, as placas foram visualizadas quanto a presenca de
halos transparentes ao redor das colonias bacterianas, que indicam a producdo de proteases

(RIFFEL & BRANDELLLI, 2006). Estes experimentos foram realizados em triplicata (n = 3).

3.7 DETECCAO DO POTENCIAL LIPOLITICO DAS RIZOBACTERIAS

A capacidade de producdo de esterases/lipases foi investigada através de cultivos em
Agar Tributirina (TBA), composto por peptona (5 g L"), extrato de levedura (3 g L"), tributirina
(10 mL L) e 4gar (15 g L") (ERTUGRUL et al., 2007). Os isolados foram inoculados em
picada nestas placas e, apds incubacdo a 30 °C por 48 h, as placas foram visualizadas quanto a
presenca de halos transparentes ao redor das colonias bacterianas, que indicam a produgdo de

esterases/lipases. Os isolados bacterianos que apresentaram atividade positiva em Agar
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Tributirina foram classificados como lipoliticos (OLIVEIRA et al., 2017). Estes experimentos

foram realizados em triplicata (n = 3).

3.8 DETECCAO DA CAPACIDADE SOLUBILIZACAO DE FOSFATO INORGANICO
DAS RIZOBACTERIAS

Os isolados bacterianos foram inoculados por picadas em placas com meio de cultura
sélido contendo glicose (10 g L), extrato de levedura (0,5 g L), Ca3(POs), (fosfato tricalcico,
4 g LY e dgar (15 g L'') (SOUCHIE e ABBOUD, 2007). Apés a inoculagio, seguiu-se a
incubacdo a 30 °C por 10 dias. Apds esse periodo, as placas foram visualizadas quanto a
presenca de halos transparentes ao redor das colonias bacterianas, indicativos da capacidade de

solubilizar fosfato. Estes experimentos foram realizados em triplicata (n = 3).

3.9 ANALISE DOS DADOS

A atividade enzimatica dos isolados bacterianos foi estimada semiquantitativamente,
sendo representada pelo Indice Enzimitico (IE), de acordo com metodologia proposta por
Oliveira et al. (2006a,b). O IE expressa a relacdo entre o didmetro total do halo de hidrdlise
(DMH = halo + colonia, em mm) e o didmetro das coldnias bacterianas (DMC, em mm), sendo
obtido pela equacdo: IE = DMH/DMC. O DMC e DMH foram mensurados utilizando
paquimetro digital.

Similarmente, foi mensurado, com auxilio de paquimetro digital, o didmetro das
coldnias bacterianas (DMC, em mm) e o didmetro total do halo de solubilizacdo (DMS = halo
+ coldnia, em mm) no ensaio para detec¢do da capacidade solubilizadora de fosfato inorganico
pelos isolados bacterianos. A partir destes dados, estimou-se o Indice de Solubilizacio (IS),
calculado através da seguinte equagdo: IS = DMS/DMC.

Os resultados das repeti¢des foram empregados para cdlculo de médias e erro padrio,
utilizando o software Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft). Para o IE e o IS, realizou-se
andlise estatistica através do teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando o Sistema
para Andlise e Separacdo de Médias em Experimentos Agricolas (SASM-Agri, versdo 8.2

demo) (CANTERI et al., 2001).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CONTAGEM, ISOLAMENTO, CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E
COLORACAO DE GRAM

A contagem de microrganismos no solo, apesar de ser vista com ressalvas, ajuda a
entender os processos que nele ocorrem e pode servir como um indicador do impacto de
diferentes atividades antrdpicas, onde a determinacdo das densidades populacionais na
comunidade microbiana dos solos € importante, tanto na identificacdo de fatores que
influenciam o equilibrio microbiol6gico dos solos como na caracterizagcdo das relagdes entre
grupos e espécies de microrganismos (PREVIATI et al., 2012). Observa-se que o contraste
entre o solo rizosférico e nao rizosférico é marcante, podendo ser avaliado pela relagdo entre a

densidade das populacdes de microrganismos (BARBOSA et al., 2015).

O solo rizosférico apresentou uma contagem bacteriana de 2,75 + 0,7 x 10’ UFC g’!
solo seco (n = 3), enquanto a contagem de bactérias no solo nao-rizosférico atingiu 1,99 + 0,9

x 107 UFC g'! solo seco (n = 3), apresentando diferenca significativa pelo teste ¢ (p < 0,05).

Maior contagem de bactérias em solo rizosférico em comparacio ao solo ndo-rizosférico
também foi relatada na cultura do milho (Zea mays) (RAMOS; SOBUCKI; DAROIT, 2015) e
de repolho (Brasssica sp.) (NAHAS et al.,, 1997), enquanto que outros trabalhos nao
observaram a mesma tendéncia, como na cultura do amendoim (Arachis hypogaea L.)
(MULLER et al., 2010) e na graminea Aristida adscensionis L. (GORLACH-LIRA &
COUTINHO, 2007).

O ambiente rizosférico € reconhecido como uma zona de elevada atividade microbiana
e enzimatica, devido principalmente a producdo exsudatos radiculares (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006; BARBOSA et al., 2015). Ainda, na rizosfera, os microrganismos podem
apresentar funcionalidades distintas daquelas que possuem quando no ambiente solo

(ROMAGNOLI & ANDREOTE, 2016).

As colonias com aspecto morfoldgico distinto foram selecionadas e isoladas em culturas
puras através da técnica de esgotamento em placas de PCA. Realizou-se a caracterizagao

morfoldgica e coloragdo de Gram para os isolados rizosféricos (Tabela 1).
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Tabela 1. Morfologia e coloracdo de Gram de rizobactérias do morangueiro.

Isolado Morfologia Gram Isolado Morfologia Gram
LABMO01 Coco + LABMI16 Coco -
LABMO02 Bastonete + LABM17 Coco +
LABMO03 Bastonete + LABM18 Bastonete -
LABM04 Coco + LABM19 Bastonete +
LABMO05 Coco + LABM20 Bastonete +
LABMO06 Coco + LABM21 Coco +
LABMO07 Coco + LABM22 Coco +
LABMO08 Bastonete + LABM23 Coco +
LABMO09 Coco + LABM24 Bastonete +
LABM10 Coco + LABM25 Coco +
LABM11 Bastonete + LABM26 Bastonete +
LABM12 Coco + LABM27 Bastonete -
LABM13 Coco + LABM28 Coco +
LABM14 Coco + LABM?29 Bastonete +
LABM15 Bastonete - LABM30 Coco +

Em relacdo a morfologia colonial, observou-se 30 isolados distintos (Tabela 1). Destes
30 isolados, 60,0% (18) apresentaram-se como cocos, enquanto que 40,0% (12) apresentaram
a morfologia de bastonete. Em relacdo a coloracdo de Gram, 86,7% (26) dos isolados foram
classificados como Gram-positivos e 13,3% (4) como Gram-negativos. Dos isolados com forma
de bastonetes, 75,0% demonstraram perfil tintorial Gram-positivo e 25,0% demonstraram perfil
tintorial Gram-negativo; enquanto que dos isolados com forma de coco, 94,4% apresentaram

perfil de coloracdo Gram-positiva e 5,6% apresentaram perfil Gram-negativo.

Observa-se que as espécies de plantas, bem como os tipos de comunidades vegetais,
podem afetar a diversidade estrutural e funcional da comunidade microbiana da rizosfera,
principalmente devido a variacdes na composicdo dos exsudatos radiculares e dos sinais
bioquimicos neles contidos, que influenciam diretamente o comportamento das bactérias na
rizosfera (ROMAGNOLI & ANDREOTE, 2016). Nesse sentido, a variacdo nos grupos

bacterianos presentes na rizosfera € relatada em diferentes estudos.

Ramos & Daroit (2016), analisando solo rizosférico na cultura do milho (Zea mays),
observaram que 60,0% dos isolados apresentaram morfologia de bastonete, e destes, 72,2%
demonstraram perfil tintorial Gram-positivo, demonstrando o predominio de bastonetes Gram-
positivos. Em solo rizosférico da caatinga, Gorlach-Lira & Coutinho (2007) observaram
igualmente predominio de perfil tintorial Gram-positivo (83,0%). Contrariamente, Carvalho et
al. (2016) estudando isolados bacterianos de raizes da cactacea Cereus sp., observaram que

73,0% dos isolados apresentaram morfologia de bastonetes Gram-negativos.
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Em solo do Pard observou-se predominancia de bastonetes Gram-positivos, seguidos de
cocos Gram-positivos, bastonetes Gram-negativos e cocos Gram-negativos (BATISTA et al.,
2010). Santos e Batista (2015) reportaram que 44% dos isolados bacterianos obtidos de solo do
Mato Grosso, foram classificados como bastonetes Gram-positivos, 19% como bastonetes
Gram-negativos, 35% como cocos Gram-positivos e 2% como cocos Gram-negativos. Também
em solo do Mato Grosso, Stieven et al. (2009) indicaram predominio de bactérias Gram-
negativas em pastagem cultivada, pastagem natural e mata nativa. Em solo com aporte de
vinhaga, 45,1% das bactérias isoladas foram classificadas como bastonetes Gram-negativos,
51,6% como bastonetes Gram-positivos, € 3,3% como cocos Gram-positivos (SILVA et al.,

2012).

Batista et al. (2010) avaliando o efeito do estresse hidrico sob as populagcdes
microbianas, observaram predominio de bactérias bastonetes Gram-positivos, com 47,0% em
solo de floresta priméria e 62,0% em solo de floresta sob estresse hidrico. Correia et al. (2014),
estudando bactérias autdctones de sedimentos de mangue, observaram que 83,3% dos isolados
apresentaram perfil tintorial Gram-positivo. Assim, diferentes manejos do solo e de cobertura

vegetal podem alterar a densidade e grupos funcionais da microbiota (RAMOS et al., 2012).

4.2. AVALIACAO FUNCIONAL DOS ISOLADOS DE SOLO RIZOSFERICO
4.2.1 Potencial proteolitico

Enzimas proteoliticas sdo conhecidas por catalisarem a hidrélise de proteinas, liberando
uma mistura de aminodcidos. No solo as enzimas proteoliticas extracelulares de fontes
bacterianas normalmente apresentam maior atividade em faixa de pH pr6xima a neutralidade

(KAMIMURA & HAYANO, 2000).

A partir dos 30 isolados bacterianos avaliados quanto a capacidade de producdo de
proteases, 56,7% (17) produziram halo de hidrdlise (Figura 4). Dos 17 isolados bacterianos
proteoliticos, 52,9% (9) foram cocos gram-positivo, 41,2% (7) bastonetes gram-positivos e
5,9% (1) bastonetes gram-negativos. Os DMCs variaram de 2,5 + 0,03 mm (isolado LABMOS)
a29,3 +0,02 mm (isolado LABM11); os DMHs variaram de 5,2 + 0,02 mm (isolado LABMO05)
a 48,9 £ 0,18 mm (isolado LABM11) (Figura 4). Os IEs para a atividade proteolitica variaram
de 1,0 (isolado LABM14) a 4,4 (isolado LABMO3) (Figura 5). Observa-se que, apesar do
isolado LABM11 apresentar os maiores DMC e DMH, respectivamente, foi o isolado LABMO03
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que apresentou o maior IE, apresentando um DMC de 7,3 + 0,03 mm e DMH de 324 + 1,2

mm.
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Figura 4. Diametro médio de halo de hidrélise (DMH) e diametro médio de colonia (DMC) de
17 isolados bacterianos proteoliticos. Os isolados foram inoculados Agar Leite (pH 7,0),
incubados 30 °C por 72 h. Os resultados indicam a média e desvio padrio de ensaios realizados
em triplicata (n = 3).

Martins et al. (2016), analisando solo amostrado no bioma Caatinga, observaram que
21,0% dos isolados apresentaram atividade proteolitica. Oliveira et al. (2006a) investigando a
atividade enzimadtica de rizébios nativos da Amazonia Central, observaram que 37,0% dos
1solados bacterianos do feijao-caupi e 33,3% dos isolados da cultura da soja apresentaram
atividade proteolitica. De 15 isolados bacterianos oriundos de solos da floresta Amazonica,
nove isolados (60%) foram capazes de produzir halos de protedlise em AL (BACH et al., 2011).
Contrariamente, Oliveira et al. (2017) analisando solo amostrado em area urbana em zona de
transicdo entre os biomas Mata Atlantica e Pampa, observaram elevada atividade proteolitica
dos isolados, com 78,0% dos isolados bacterianos apresentando atividade proteolitica em meio
AL e, Ramos & Daroit (2016) analisando solo rizosférico na cultura do milho (Zea mays),
observaram que 68,9% dos isolados bacterianos apresentaram atividade proteolitica em meio

AL.



34

50 1
44a

45

3.8b 38b
40 t : :
36¢ FTE

35 | 33d

2.1h

. : 191 19i
20 1.7j 1.7j 1.7)

1,0k

indice Enzimatico (IF)
| &)
L
I
vr
(V%]
(=]

> DD D DD ;—; \a BN - S
F SIS S @@f@»& @""@f&
\33’\»’&\» \F&@\? \}3’\) J"\/ \,» \» Y Q)\» \}:b

Isolados Bacterianos

Figura 5. Indice Enzimético (IE) para 17 isolados bacterianos proteoliticos. As médias e
desvios foram calculados a partir de trés repeti¢des (n = 3) para cada isolado bacteriano. Médias
seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si (p > 0,05) pelo teste de Scott-Knott.

No solo, a maior parte do aporte de nitrogénio organico se di na forma de polimeros,
contidos em restos culturais, adubos e na biomassa de organismos mortos, que primeiro devem
ser divididos em unidades menores por um conjunto de enzimas extracelulares para serem
usadas no metabolismo microbiano (BALOTA, 2017). As proteases, por serem as principais
enzimas extracelulares envolvidas na hidrdlise de proteinas (GEISSELER et al., 2010), sao
essenciais para o processo de mineralizacdo do nitrogénio proteico, estando assim relacionadas

ao ciclo do nitrogénio no solo (SANOMIYA & NAHAS, 2003).

4.2.2 Potencial celulolitico

A capacidade de producgdo de celulases foi investigada através de cultivos em placas
contendo o meio Agar CMC. A carboximetilcelulose (CMC) é um polimero derivado da
celulose, no entanto, ao contrario da celulose, a CMC € solivel em d4gua e quimicamente reativa
(PENSINI et al., 2013). Por ser um substrato macromolecular, a CMC ndo € passivel de

absor¢do direta pelas células bacterianas, sendo necessaria a sua biodegradacdo pelas células
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microbianas. Assim, a biodegradacdo da carboximetilcelulose envolve a produgdo de celulases
extracelulares que realizam a hidrdlise enzimadtica de ligacdes glicosidicas no substrato

(MENEZES & BARRETO, 2015).

Dos 30 isolados bacterianos avaliados quanto a capacidade de producao de celulases,

33,3% (10) produziram halo de hidrélise (Figura 6).
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Figura 6. Diametro médio de halo de hic}r(’)lise (DMH) e didametro médio de colonia (DMC) de
10 isolados bacterianos cultivados em Agar CMC (pH 7,0) a 30 °C por 96 h. Os resultados
indicam a média e desvio padrdo de ensaios realizados em triplicata (n = 3).

Considerando os 10 isolados com atividade celulolitica positiva, 50,0% (5) foram cocos
Gram-positivos, 30,0% (3) bastonetes Gram-positivos € 20% bastonetes Gram-negativos. Os
diametros médios das colonias (DMC) variaram de 3,2 + 0,17 mm para o isolado LABM23 até
26,4 + 4,02 mm para o isolado LABM11; os diametros médios das colonias (DMH) variaram
de 3,9 £ 0,12 mm para o isolado LABM23 até 48,2 + 1,39 mm para o isolado LABM?20 (Figura
6). Os IEs para a atividade celulolitica variaram de 1,2 para os isolados LABM15 e LABM23
a 2,9 para o isolado LABM21 (Figura 7).
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Figura 7. Indice Enzimético (IE) para 10 isolados bacterianos celuloliticos. As médias e
desvios foram calculados a partir de trés repeti¢des (n = 3) para cada isolado bacteriano. Médias
seguidas pelas mesmas letras nao diferem entre si (p > 0,05) pelo teste de Scott-Knott.

Estudando 28 isolados de actinobactérias (bactérias Gram-positivas) isoladas da regido
semidrida do Ceard, Silva et al. (2015b) observaram que 75,0% dos isolados apresentaram
atividade celulolitica. Oliveira et al. (2017), analisando solo amostrado em area urbana em zona
de transi¢do entre os biomas Mata Atlantica e Pampa, observaram que 61,0% dos isolados
bacterianos apresentaram atividade celulolitica, enquanto que Ramos & Daroit (2016)
analisando solo rizosférico na cultura do milho (Zea mays), observaram que 65,5% dos isolados
bacterianos demonstraram tal atividade. A partir de 43 isolados bacterianos de solo e rizosfera,
32,5% demonstraram perfil positivo para a producdo de celulases (GORLACH-LIRA &
COUTINHO, 2007).

A celulose € o polissacarideo de maior ocorréncia natural e representando a maior parte
do CO: fixado pelas plantas. No solo, a fragdo carbono encontra-se principalmente sob a forma
de carbono organico, sendo suscetivel de utilizacdo nos processos nutricionais dos organismos
que ocupam esse nicho (BRANDANI & SANTOS, 2016). Para promover a hidrélise da
celulose, os microrganismos secretam enzimas celuloliticas e usam as unidades de glicose
resultantes desse processo para o seu metabolismo. Como grande parte da vegetagdo adicionada
ao solo € celuldsica, a decomposicdo desse material apresenta-se como um importante processo

bioldgico. A atividade celulolitica promovida pelos microrganismos representa uma atividade



37

importante para a ciclagem de carbono no solo (SANOMIYA & NAHAS, 2003). Logo, atengao
especial tem sido dada aos microrganismos que participam desta decomposi¢cdo no solo

(ALEXANDER, 1991).

4.2.3 Potencial amilolitico

As amilases podem ser divididas em endoamilases, que catalisam a hidrélise de forma
aleatéria no interior da molécula de amido, resultando em oligossacarideos lineares e
ramificados de vérios comprimentos de cadeia, e exoamilases, que hidrolisam a extremidade
ndo-redutora, resultando em produtos de cadeia curta, onde uma acdo combinada de vérias

enzimas € necessaria para hidrolisar completamente o amido (GUPTA et al., 2003a).

No solo, as amilases (o-amilases, B-amilases, y-amilases) hidrolisam as ligacGes
glicosidicas da molécula de amido, liberando unidades de maltose e, no estddio final de
hidrélise, moléculas de glicose, que sao fonte de energia para os microrganismos do solo
(BALOTA, 2017). O isolamento de microrganismos amiloliticos pode contribuir para a
compreensdo do papel da microbiota e sua contribuicdo na qualidade bioldgica do solo. A
atividade amilolitica, juntamente com a atividade celulolitica, estdo relacionadas com o ciclo
do carbono, sendo assim, atividades importantes para a ciclagem de carbono no solo

(SANOMIYA & NAHAS, 2003).

ApOs os testes de atividade celulolitica, os isolados bacterianos identificados pelas siglas
LABMI18, LABM19, LABM23 e LABM27 nao apresentaram mais crescimento em meio de
cultura. Assim, 26 isolados bacterianos foram empregados na avaliacdo do potencial
amilolitico. Destes 26 isolados bacterianos avaliados quanto a capacidade de producdo de
amilase, 19,2% (5) produziram halo de hidrdélise (Figura 8), sendo 60,0% (3) bastonetes Gram-

positivos e 40,0% (2) cocos Gram-positivos.
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Figura 8. Diametro médio de halo de hidrélise (DMH) e diametro médio de colonia (DMC) de
cinco isolados bacterianos amiloliticos. Os isolados foram inoculados em meio de cultura sélido
contendo amido (pH 7,0), incubados 30 °C por 96 h. Os resultados indicam a média e desvio
padrdo de ensaios realizados em triplicata (n = 3).

Os diametros médios de colonia (DMC) variaram de 11,6 £ 0,17 mm para o isolado
LABMOI1 até 29,3 + 2,07 mm para o isolado LABMI11; os didmetros médios de halos de
hidrélise (DMH) variaram de 13,0 £ 0,15 mm para o isolado LABMO1 até 40,3 £ 2,56 mm para
o isolado LABM11. Os isolados LABM02 e LABM20 apresentaram IE de 1,5, apresentando

significancia estatistica em relacdo aos demais isolados bacterianos (Figura 9).

Oliveira et al. (2006b) avaliando o a atividade hidrolitica de rizébios nativos da
Amazonia central, observaram que 32,8% dos isolados apresentaram atividade amilolitica.
Bastos-Neto et al. (2012) estudando isolados bacterianos da rizosfera de mandioca (Manihot
esculenta) e batata-doce (Ipomea batatas) observaram que 40,0% dos isolados apresentaram
atividade amilolitica. Similarmente, aproximadamente 30% das bactérias isoladas de solo em
Minas Gerais apresentaram esta atividade (SANOMIYA & NAHAS, 2003). Em estudo de
bactérias autdctones de sedimentos de mangue, 59,0% dos isolados apresentaram atividade
amilolitica (CORREIA et al., 2014). A investigacdo de bactérias isoladas do solo e rizosfera de
couve-flor indicou que 16% dos isolados foram capazes de secretar amilase; contudo, nenhuma

bactéria rizosférica apresentou atividade amilolitica (SILVA et al., 2009).
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Figura 9. Indice Enzimatico (IE) para cinco isolados bacterianos amiloliticos. As médias e
desvios foram calculados a partir de trés repeti¢des (n = 3) para cada isolado bacteriano. Médias
seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si (p > 0,05) pelo teste de Scott-Knott.

4.2.4 Potencial lipolitico

No solo, os lipidios, sejam os de ocorréncia natural ou residuos adicionados, encontram-
se principalmente na forma de triacilglicerdis (ou triglicerideos), sendo esta a principal gordura
de armazenamento no tecido vegetal e animal, onde a sua degradacdo envolve enzimas
denominadas de lipases (COOPER & MORGAN, 1981). As lipases catalisam a hidrolise e
transesterificacdo de outros ésteres, bem como a sintese de ésteres e exibem propriedades
enantiosseletivas, podendo ser produzidas por animais, plantas e microrganismos (TREICHEL

et al., 2010).

Na literatura cientifica, diversos s@o os métodos relatados para avali¢do da atividade
lipolitica (HASAN; SHAH; HAMMED, 2009). No presente estudo, a capacidade de produgdo
de lipases foi investigada através de cultivos em Agar Tributirina (TBA) (ERTUGRUL et al.,
2007), onde os isolados bacterianos que apresentaram atividade positiva neste meio,
caracterizado pela presenca de halo translicido, foram classificados enquanto lipoliticos

(OLIVEIRA et al., 2017).
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Apds os testes de atividade amilolitica, os isolados LABMI15 e LABM20 nao
apresentaram mais crescimento em meio de cultura. Assim, 24 isolados bacterianos foram
empregados na avaliac@o do potencial lipolitico. Dos 24 isolados bacterianos avaliados quanto
a capacidade de produgdo de lipases/esterases, 100,0% (24) produziram halo de hidrdlise
(Tabela 2), sendo 66,7% (16) cocos Gram-positivos, 29,1% (7) bastonetes Gram-positivos e

4,2% (1) cocos Gram-negativos.

Os diametros médios de colonia (DMC) variaram de 1,8 + 0,02 mm para o isolado
LABMIO0 até 13,3 £ 0,07 mm para o isolado LABM11; os didmetros médios do halo de
hidrélise (DMH) variaram de 2,3 + 0,04 mm para o isolado LABM10 até 15,7 £ 0,14 mm para
o isolado LABMI11. O isolado LABMOS apresentou o maior IE (3,7), apresentando

significancia estatistica em relacdo aos demais isolados bacterianos (Tabela 2).

Tabela 2. Didmetro médio de halo de hidrdlise (DMH), didmetro médio de coldnia (DMC) e
indice enzimético (IE) de 24 isolados bacterianos lipoliticos.

Isolado 4 DMH (mm) B DMC (mm) B IE ¢
LABMO1 10,0 £ 0,6 79+0,5 1,3f
LABMO02 14,3+0,3 11,5+0,4 1,2f
LABMO3 9,6 +0,6 6,0+0,2 1,6°¢
LABMO04 10,6 +0,2 47 +0,1 2,3¢
LABMO5 73+0,1 2,0+0,1 3,72
LABMO06 3,3+0,1 2,0+0,1 1,7¢
LABMO7 12,4 +0,6 3,9+0,1 3,2°
LABMOS8 11,3+0,4 55+0,7 2,14
LABMO09 3,9+0,1 2,5+0,1 1,6¢
LABMI10 2,3+0,1 1,8 +0,1 1,3f
LABMI11 15,7+0,1 13,3+0,1 12f
LABM12 3,1+0,1 2,5+0,1 12f
LABMI13 3,0+0,1 2,6+0,1 12f
LABM14 3,7+0,1 23+0,1 1,6¢
LABM16 3,6 £0,6 2,8+0,3 1,3f
LABMI17 4,7+0,8 28+0,5 1,7¢
LABM21 3,6 £0,6 2,8+0,3 1,3f
LABM?22 8,1+0,3 3,6+0,2 2,3¢
LABM24 12,8 +0,2 54+0,3 24°
LABM?25 3,8+0,1 2,7+0,1 1,4°f
LABM26 7.0+£0,2 54+0.2 13°F
LABM?28 3,4+0,1 22+0,1 1,5¢
LABM?29 41+13 2,4+0,8 1,7¢
LABM30 44 +0,6 2,0+0,2 2,14

A Qs isolados foram inoculados em Agar Tributirina (pH 7,0), incubados 30 °C por 48 h.
B Os resultados indicam a média e desvio padro de ensaios realizados em triplicata (n = 3).
€ Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna néo diferem entre si (p > 0,05) pelo teste de Scott-Knott.
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Oliveira et al. (2017), em avaliacdo de isolados bacterianos de solo, observaram
resultados semelhantes ao presente estudo, onde 100,0% dos isolados bacterianos (18)
demonstraram potencial lipolitico em Agar Tributirina. Em estudo com 66 isolados bacterianos
de solo contaminado com 6leo vegetal residual, observou-se que todos os isolados apresentaram
resultados positivos em Agar Tributirina (CARVALHO; DIAS; GORLACH-LIRA, 2012).
Willerding et al. (2011) analisando amostras de solo coletados no bioma Amazonia, reportaram
que 41,0% dos isolados bacterianos apresentaram atividade positiva para lipases em meio de
cultura s6lido contendo 6leo de oliva. No mesmo sentido, Oliveira et al. (2006a) investigando
a atividade enzimdtica de rizobios nativos da Amazodnia Central, observaram que 6,5% dos
rizébios isolados do feijao-caupi apresentaram atividade lipolitica em meio de cultura sélido

contendo 6leo de oliva como substrato de carbono.

4.2.5 Avaliacao do potencial de solubilizaciao de fosfato

Os microrganismos afetam diretamente a habilidade das plantas em adquirirem P do
solo por meio de varios mecanismos, estimulando processos metabdlicos que s@o efetivos na
solubilizacdo e mineralizacdo do fésforo a partir de formas pouco disponiveis de P inorganico
e organico, como a excrecao de fons de hidrogénio, liberacao de acidos organicos, produgdo de
sider6foros e, a producdo de enzimas fosfatases que sdo capazes de hidrolisar o P organico

(MENDES & REIS JUNIOR, 2003).

Microrganismos podem apresentar a capacidade de solubilizar o P inorganico insoluvel
presente em fontes naturais de P-inorganico. Particularmente, bactérias solubilizadoras de
fosfato dissolvem o material de origem, liberando fosfato solivel através de diversos
mecanismos (BARBOSA et al., 2010). Assim, a solubiliza¢ao de fosfato inorganico pode ser
realizada, em grande parte, pela reducao do pH do solo através da producdo de acidos organicos
e extrusdo de protons no solo (BALOTA, 2017). Os microrganismos solubilizadores
apresentam potencial para serem empregados enquanto promotores de crescimento de plantas
na agricultura (FREITAS, 2007), seja através da ado¢do de sistemas de manejo que modulem
as populacdes nativas no solo ou através do uso desses microrganismos como inoculantes

(SOUCHIE & ABBOUD, 2007; BALOTA, 2017).
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Na avaliacdo do potencial de solubilizacdo de fosfato inorganico insoldvel, dos 24
isolados bacterianos avaliados, 16,7% (4) produziram halo de solubilizacdo (Figura 10), sendo

75,0% (3) bactérias cocos Gram-positivos e 25,0% (1) bastonetes Gram-positivos.
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Figura 10. Didametro médio da col6nia (DMC) e didmetro médio do halo de solubiliza¢ao
(DMS) de quatro isolados bacterianos solubilizadores de fosfato inorganico. Os isolados foram
inoculados em placas contendo fosfato tricdlcico (pH 7,0) e as incubagdes ocorreram a 30 °C
por 10 dias. Os resultados indicam a média e desvio padrdo de ensaios realizados em triplicata
(n=3).

Os diametros médios de colonia (DMC) variaram de 1,8 + 0,02 mm para o isolado
LABMO7 até 3,7 + 0,03 mm para o isolado LABMO3; os diametros médios do halo de
solubilizacdo (DMS) variaram de 1,8 + 0,03 mm para o isolado LABMO7 até 4,1 + 0,13 mm
para o isolado LABM?22. Em rela¢d@o ao indice de solubilizacdo (IS), os isolados LABMO3 e
LABMO7 apresentaram um indice igual a 1,0 e, o isolado LABM22 apresentou IS de 1,2, ndo
havendo diferenca significativa entre os isolados (Figura 11).

Silva et al. (2011), em estudo de bactérias solubilizadores de fosfato na rizosfera de
diferentes culturas, observaram baixa atividade geral para solubilizagdo de fosfato de calcio,
com 2,0%, 7,0%, 8,0%, 10,0%, 21,0% e 32,0% dos isolados bacterianos da rizosfera de manga,
urucum, cupuacu, pupunha, ingd e café, respectivamente. No mesmo sentido, Barroso &
Oliveira (2001), estudando bactérias solubilizadoras de fosfato isoladas das raizes de diferentes
espécies vegetais no bioma Amazonas, observaram baixa presenca de bactérias solubilizadoras

de fosfato de cdlcio, variando de 0 a 10%. Contrariamente, Leite et al. (2014) estudando
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isolados bacterianos de cana-de-acucar, observaram que 75,5% dos isolados apresentaram
capacidade de solubilizagdo de P. Carvalho et al. (2016), avaliando bactérias de raizes da
cacticea Cereus sp., também observaram que 75,0% dos isolados apresentaram esta

capacidade.
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Figura 11. Indice de Solubilizacdo (IS) para quatro isolados bacterianos solubilizadores de
fosfato inorginico. Médias e desvios foram calculados a partir de triplicatas (n = 3) para cada
isolado. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si (p > 0,05) pelo teste de Scott-
Kbnott.

Sob uma perspectiva agrondmica, o estudo de microrganismos solubilizadores de
fosfato apresenta especial importancia para a compreensdo da dindmica do fésforo no solo,
principalmente para solos dcidos com baixos niveis de fosforo 14bil. Observa-se que diversos
estudos buscam compreender as consequéncias dos diferentes manejos do solo sobre
propriedades microbianas, particularmente em solos tropicais e subtropicais (Latossolos), onde
a baixa disponibilidade de P, muitas vezes, limita a producdo de culturas (BALOTA et al.,
2013). Nesse sentido, investigagdes de microrganismos solubilizadores de fosfato podem
auxiliar no planejamento do manejo das populacdes nativas do solo, sendo um caminho com
potencial para diminuir a dependéncia de fertilizantes fosfatados soluveis, através do melhor

aproveitamento dos fosfatos inorganicos insoliveis presentes no solo (BALOTA, 2017).
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4.2.6 Atividades hidroliticas e de solubilizaciao de fosfato combinadas

Diversos isolados bacterianos demonstraram atividades combinadas, ou seja, foram
capazes de usar diferentes substratos para o seu desenvolvimento e/ou solubilizar fosfato
inorgédnico. Através da avalia¢do das atividades hidroliticas e de solubilizacdo de fosfato das
rizobactérias isoladas do morangueiro, observou-se que, dos 24 isolados bacterianos avaliados
para as cinco atividades, todos apresentaram ao menos uma atividade (Tabela 3). Sete isolados

(29,2%) demonstraram somente uma atividade, sendo esta a atividade lipolitica (Figura 12A).

Tabela 3. Atividades hidroliticas e de solubilizacdo de fosfato inorganico detectadas para 24
rizobactérias do morangueiro.

Isolado Atividade avaliada ® Isolado Atividade avaliada ?

P C A L S P C A L S
LABMOl +° - + + - LABMI3 + - - + -
LABMO02 + + + + - LABM14 + - - + -
LAMBO3 + - - + + LABMI16 - - - + -
LABM04 + - - + + LABM17 - - - + -
LABMO5 + + - + - LABM21 + + + + -
LABMO6 - - - + -  LABM22 - - - + +
LABMO7 - - - + + LABM?24 + - - + -
LABMO08 + - - + - LABM25 + - - + -
LABMO09 - + - + - LABM26 + - - + -
LABMI10 - - - + - LABM28 + + - + -
LABMI11 + + + + - LABM?29 - - - + -
LABM12 - - - + - LABM30 - - - + -

2P: protease; C: celulase, A: amilase; L: lipase; S: solubilizacdo de fosfato tricdlcico.
® O sinal “+” indica resultado positivo e o sinal “-” indica resultado negativo para a atividade avaliada.

Ainda, das 24 rizobactérias, 37,5% (9) apresentaram duas atividades (Figura 12A), com
a combinacdo protease + lipase (66,7%) sendo a mais frequentemente observada (Figura 12B).
Cinco isolados bacterianos (20,8%) (Figura 12A) apresentam trés atividades, sendo 40,0% (2)
a combinagao protease + lipase + solubilizacdo; 40,0% (2) protease + celulase + lipase e, 20,0%
(1) protease + amilase + lipase (Tabela 3, Figura 12C). Os isolados LABM02, LABM11 e

LABM?21 apresentaram quatro das cinco atividades investigadas (12,5%), onde a combinagao
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protease + celulase + amilase + lipase representou 100,0%. Nenhum isolado bacteriano, no

presente estudo, apresentou a combinac¢do das cinco atividades avaliadas.

Lipase +
Solubilizagdo
(22.2%)

Protease +
Lipase (66,7%)

Celulase +
Lipase (11,1%)

@1 atividade
Protease +
e Protease + Lipase +
@2 atividades Celulase + Solubilizagdo
Lipase (40,0%)
03 atividades
04 atividades

Figura 12. Sintese da bioprospec¢do funcional realizada para as rizobactérias isoladas do
morangueiro. Considerou-se somente os 24 isolados avaliados nas cinco atividades. A:
Percentual de isolados bacterianos e atividades combinadas (n = 24). B: Percentual de isolados
bacterianos que apresentaram duas atividades avaliadas (n = 9). C: Percentual de isolados
bacterianos que apresentaram trés atividades avaliadas (n = 5).

O isolamento de microrganismos e a avaliacdo de atividades enzimadticas, pode indicar
sua diversidade estrutural e funcional da microbiota do solo (ARIAS et al., 2005; MELLONI,
2007). Na literatura cientifica, a detec¢do de atividades combinadas é comumente reportada
para vérios isolados bacterianos oriundos de diferentes nichos ecoldgicos, indicando a potencial
versatilidade fisioldgica na utilizacio de substratos distintos encontrados no solo (SANOMIY A
& NAHAS, 2003; OLIVEIRA et al., 2006b; TURBNBULL; LIU; LAZAROVITS, 2012;
RAMOS & DAROIT, 2016; OLIVEIRA et al., 2017).

Apesar da diversidade microbiana do solo ser normalmente avaliada como a diversidade

de espécies ou diversidade genética, sob uma perspectiva da qualidade do solo, a diversidade
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estrutural e funcional podem ser mais importantes devido a redundancia funcional de
microrganismos para a qualidade do solo (MELLONI, 2007). A redundéncia funcional deriva
da diversidade metabdlica dos organismos no solo. Assim, enquanto a diversidade metabdlica
abrange a diversidade de processos bioldgicos capazes de serem executados pela microbiota
presente em determinado solo, a redundéancia funcional refere-se a ocorréncia de funcdes
similares em grupos microbianos funcionais sob distintas condi¢des ambientais, sendo a base
da manutencdo do funcionamento do sistema heterogéneo e dindmico encontrado nos mais

diferentes solos (MATOS et al., 2016).

Ainda, a redundancia funcional atua na resiliéncia, ou seja, no poder de recuperacao dos
processos ecossistémicos no solo, pois, se as condi¢cdes desse forem desfavordveis para um ou
mais grupos, outros estardo adaptados aquelas condicdes e continuardo a realizar os processos
(MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Assim, a resiliéncia, quando utilizado na biologia do solo,
indica a capacidade de a comunidade de organismos do solo retornar seu estado dinamico
original, taxon6mica e funcionalmente, ap6s um impacto ambiental, seja este causado por um

evento natural ou por atividades relacionadas ao manejo dos solos (MATOS et al., 2016).

Nesse sentido, embora a diversidade dos organismos do solo seja importante, a
capacidade das comunidades microbianas do solo para manter a diversidade funcional desses
processos criticos do solo através de disturbios, estresse ou sucessdo pode, em ultima anélise,
ser mais importante para a produtividade e estabilidade do ecossistema do que a diversidade

taxonomica (CALDWELL, 2005).

A prospeccao funcional de microrganismos no ambiente rizosférico, além de contribuir
para um maior conhecimento sobre a diversidade microbiana e suas funcdes ecossistémicas
(SIQUEIRA et al., 1994), pode contribuir para compreensao dos processos de estabelecimento
das comunidades bacterianas nesse nicho (TURNBULL; CAMPBELL; LAZAROVITS, 2014)
e a compreensdo das interacOes exercidas pelas comunidades microbianas na rizosfera
(BERENDSEN et al., 2012), bem como as suas interagdes com outros componentes da
biodiversidade (OLIVEIRA et al., 2006), com aplica¢des préticas para o manejo da qualidade
bioldgica do solo (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006; BALOTA, 2017).

Sob uma perspectiva agrondmica, o estudo da diversidade funcional da microbiota do
solo torna-se uma ferramenta importante para planejar o manejo do solo que vise a sua
sustentabilidade. Assim, o estudo da diversidade funcional pode ser empregado enquanto uma

ferramenta para anélise da qualidade bioldgica do solo, devido ao fato de que os indicadores
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microbianos, como as atividades enziméticas, serem sensiveis aos diferentes manejos, rotacdes
de culturas e perturbacdes no solo (DICK, 1992; ZHANG et al., 2009; ZHANG et al., 2010;
BALOTA et al., 2014; BALOTA, 2017).

4.2.7 Potenciais aplicacoes biotecnolégicas e industriais de enzimas hidroliticas e

microrganismos solubilizadores de fosfato inorgéanico

Enzimas proteoliticas de origem microbiana dominam o mercado mundial de enzimas,
correspondendo a dois ter¢os das enzimas comercializadas anualmente (KASANA; SALWAN;
YADAV, 2011), sendo comumente usadas no processamento de couro, producdo de alimentos,
na industria farmacéutica e no tratamento de afluentes (CHAUD; VAZ; FELIPE, 2007). As
celulases sdo enzimas empregadas na industria téxtil; na inddstria de racao animal; na indudstria
de processamento de alimentos e de bebidas, como na cervejaria e produ¢do de vinho; na
inddstria de produgdo de papel, entre outros (KUHAD; GUPTA; SINGH, 2011). Igualmente,
as amilases estdo entre as mais importantes enzimas industriais, apresentando grande
importancia biotecnoldgica, tais como aplicacOes nas industrias téxteis, cervejas, bebidas
destiladas, panificacdo, cereais para alimentacdo infantil, liquefacado e sacarificagdo do amido,

racdo animal, industria quimica e farmacéutica (SOARES et al., 2010).

O interesse sobre lipases de diferentes fontes (microrganismos, animais e plantas) t€m
crescido acentuadamente na ultima década, devido ao potencial das aplicagdes de lipases na
industria e na medicina (HASAN; SHAH; HAMMED, 2009; SALIHU & ALAM, 2012), onde
as lipases de origem microbiana representam a classe mais utilizada de enzimas em aplicacdes
biotecnoldgicas e quimica organica (TREICHEL et al., 2010). Na inddstria, estas enzimas
possuem um enorme potencial em dreas como a tecnologia de alimentos, detergentes, a
industria quimica e ciéncias biomédicas (GUPTA et al., 2003b; CHOUDHURY & BHUNIA,
2015), bem como na industria oleoquimica, sendo o grupo de enzimas mais relatados para a

producdo de biocombustiveis (RIBEIRO et al., 2011).

Investigacdes sobre microrganismos solubilizadores de fosfato inorganico podem
apontar para potenciais usos na agricultura através de inoculacdo de isolados eficientes, com
potencial para melhorar o aproveitamento dos fosfatos inorganicos insoliveis presentes no solo
(RODRfGUEZ & FRAGA, 1999; BALOTA, 2017). Contudo, o uso de inoculantes comerciais

a campo apresenta diversas barreiras, como a dificuldade de estabelecimento dos
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microrganismos solubilizadores de P na rizosfera das plantas e no solo; a aparente falta de
especificidade desses microrganismos e as plantas; a falta de sincronia entre a liberacdo de

fosforo e a absorcao pelas plantas, entre outros (MENDES & REIS JUNIOR, 2003).
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5 CONCLUSOES

Solo rizosférico de morangueiro apresentou contagem bacteriana de 2,75 + 0,7 X 107
UFC g! solo seco (n = 3), apresentando diferenca significativa em relacdo solo nio-rizosférico,
que atingiu 1,99 +0,9 x 10’ UFC g! solo seco (n = 3), refor¢ando o fendmeno conhecido como

efeito rizosférico.

Do total de 30 isolados bacterianos distintos obtidos a partir da rizosfera de
morangueiros, observou-se predominio de bactérias com morfologia celular de coco (18;

60,0%) e perfil tintorial Gram-positivo (26; 86,7%).

Considerando-se os 24 isolados bacterianos avaliados nas cinco (5) atividades, todos
apresentaram ao menos uma atividade, onde 100,0% apresentaram capacidade de produgdo de
lipases, enquanto somente 16,7% (4) produziram halo de solubiliza¢do de fosfato inorganico

insolavel.

Embora o presente estudo tenha amostrado somente pequena parcela da comunidade
microbiana da rizosfera do morangueiro, as atividades hidroliticas e a capacidade de solubilizar
fosfato inorganico indicam a versatilidade funcional dos isolados bacterianos, derivada da
capacidade destes microrganismos usarem diferentes substratos no solo para seu

desenvolvimento.

Estas funcionalidades, relacionadas a ciclos de elementos como carbono (lipase,
celulase, amilase) e nitrogénio (protease), bem como as transformacdes do fésforo no solo,

podem ser relevantes sob aspectos agrondmicos, ecolégicos e biotecnolégicos.
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