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ISOLAMENTO E SELEGAO DE LEVEDURAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO
VEGETAL DE SOLO SOB CULTIVO DE MILHO ORGANICO

Autor: RAFAELA LETICIA BRITO BISPO
Orientador: Profa. Dra. SANDRA REGINA CECCATO ANTONINI
Co-orientador: Profa. Dra. MARCIA MARIA ROSA MAGRI

RESUMO

Os microrganismos promotores de crescimento vegetal sdao um grupo
naturalmente encontrado em associacao benéfica com as plantas, dentre esses, as
leveduras tém apresentado resultados promissores. O objetivo do trabalho foi isolar,
selecionar e caracterizar leveduras de solo cultivado com milho (solteiro e
consorciado, com e sem adubagdo organica). Os isolados foram selecionados
quanto a capacidade de produzir acido indolacético (AlA), solubilizar fosfato e
controlar fungos fitopatogenos in vitro, e caracterizados fenotipicamente. As
linhagens selecionadas foram identificadas pelo sequenciamento do dominio D1/D2
do gene 26S do DNA ribossomal e avaliadas quanto a producdao de AlIA,
solubilizagédo de fosfato tricalcico e ao efeito da suspenséo de células ou metabdlitos
no tratamento de sementes de milho. As linhagens identificadas foram: Torulaspora
delbrueckii (MGA9, milho + guandu), Torulaspora globosa (MP18, milho +
composto), Torulaspora delbrueckii, (MCP22, milho + crotalaria + composto),
Aureobasidium melanogenum (MAS5, milho solteiro), Candida pseudointermedia
(MGA12, milho + guandu), Trichosporon asahii (MCP24, milho + crotalaria +
composto) e Cryptococcus laurentii (MGCP25, milho + guandu + crotalaria +
composto). As linhagens MCP22 e MGA9 se destacaram quanto a produtividade de
AlA em meio caldo de batata e melago. Para todas as linhagens, o0 meio de cultura
NBRIP ofereceu as melhores condi¢gdes para a solubilizagdo do fosfato tricalcico,
excegdo para a linhagem MAS5. Nos testes in vivo, nenhum tratamento afetou a
germinagao das sementes. Para o desenvolvimento da radicula e coledptilo, houve
maior desenvolvimento nos tratamentos com os metabdlitos das linhagens MGA9 e
MCP22, mas resultaram em plantas com menor comprimento da parte aérea. No
parametro raiz, os metabdlitos da linhagem MCP22 se destacaram, mas as plantas
se apresentaram com menor massa seca de raiz. Os melhores resultados foram
apresentados pelas células da linhagem MCP22 e as células e metabdlitos de MAS5.
Conclui-se que as leveduras isoladas de solo cultivado com milho apresentam
mecanismos de promocao de crescimento vegetal e afetam o desenvolvimento da
cultura desde o seu inicio, por isso, mais estudos sdo necessarios para avaliar o
potencial para a producgao vegetal.

Palavras-chave: promog&o de crescimento vegetal; acido indolacético; solubilizagédo
de fosfato; produtos biolégicos
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ISOLATION AND SELECTION OF PLANT GROWTH PROMOTING YEAST FROM
SOIL UNDER ORGANIC CORN CULTIVATION

Author: RAFAELA LETICIA BRITO BISPO
Adviser: Profa. Dra. SANDRA REGINA CECCATO ANTONINI
Co-adviser: Profa. Dra. MARCIA MARIA ROSA MAGRI

ABSTRACT

The microorganisms that promote plant growth are a group naturally found in
beneficial association with plants, among which, yeasts have shown promising
results. The objective of this work was to isolate, select and characterize yeasts from
soil cultivated with corn (single and intercropped, with and without organic
fertilization). The isolates were selected for their ability to produce indoleacetic acid
(IAA), solubilize phosphate and control phytopathogenic fungi in vitro and were
phenotypically characterized. The selected strains were identified by sequencing of
the D1/D2 domain in the 26S gene of the ribosomal DNA and evaluated to produce
AlA, solubilization of tricalcium phosphate and the effects of the suspension of cells
or metabolites in the treatment of corn seeds. The strains identified were:
Torulaspora delbrueckii (MGA9, maize + pigeon pea), Torulaspora globosa (MP18,
maize + compost), Torulaspora delbrueckii, (MCP22, maize + sunn hemp +
compost), Aureobasidium melanogenum (MA5, single maize), Candida
pseudointermedia (MGA12, corn + pigeon pea), Trichosporon asahii (MCP24, corn +
sunn hemp + compost) and Cryptococcus laurentii (MGCP25, corn + pigeon pea +
sunn hemp + compost). The strains MCP22 and MGA9 stood out in terms of AlIA
productivity in potato broth and molasses. For all strains, the NBRIP culture medium
offered the best conditions for the solubilization of tricalcium phosphate, except for
the MAS strain. In in vivo tests, no treatment affected seed germination. For the
development of the radicle and coleoptile, there was greater development in the
treatments with the metabolites of the MGA9 and MCP22 strains but resulted in
plants with shorter shoot length. Regarding the root parameter, the metabolites of the
MCP22 strain stood out, but resulted in plants with lower root dry mass. The best
results were presented by the cells of the MCP22 strain and the cells and metabolites
of MAS5. It is possible to conclude that yeasts isolated from soil cultivated with corn
present mechanisms of plant growth promotion and affect the development of the
culture since its beginning, therefore, more studies are necessary to evaluate the
potential for plant production.

Keywords: plant growth promotion; indole acetic acid; phosphate solubilization;
biological products



INTRODUGAO

Os microrganismos estdo presentes em varios ecossistemas, dentre eles, no
solo, e desempenham importantes papéis principalmente por liberarem nutrientes
assimilaveis para as plantas, decomporem a matéria organica (KENNEDY; DORAN,
2002), sendo essenciais para a saude das plantas (MA et al., 2017). Podem
promover o crescimento das plantas de forma direta, com a producao de fitormoénios
como a auxina, que esta relacionada com estimulagado da germinagéo das sementes,
raizes, alongamento celular e no crescimento de plantas (NUTARATAT et al., 2014).
Podem atuar de forma indireta, auxiliando a nutricdo das plantas, solubilizando
minerais (SILVA et al., 2021) ou controlando fitopatégenos e pragas (NUTARATAT
etal., 2014).

A degradacdo do meio ambiente causada principalmente pelo uso dos
fertilizantes quimicos utilizados para atender a necessidade dos nutrientes na
agricultura impde a busca por novas tecnologias que minimizem esse impacto.
Dentre essas tecnologias estdo sendo utilizados microrganismos que sdo capazes
de promover o crescimento vegetal, com intuito de reduzir o impacto ao meio
ambiente pelo uso excessivo de fertilizantes quimicos (AROKYARAJ;
JAGANATHAN, 2018).

Microrganismos promotores de crescimento vegetal (MPCV) sdo encontrados
no solo, na filosfera e rizosfera, e atuam no desenvolvimento das plantas através de
mecanismos que possibilitam a maior disponibilidade de nutrientes, fixacdo bioldgica
de nitrogénio, solubilizacdo de minerais, produgao de horménios, controle bioldgico,
entre outros (BASHAN; HOLGUIN, 1997).

Dentre os grupos microbianos, as leveduras sdo fungos unicelulares com
crescimento por brotamento ou fissdo binaria, que podem atuar como promotoras de
crescimento vegetal (KURTZMAN et al., 2011). A distribuicdo das leveduras no
ambiente é bem ampla, sendo encontradas em diversos ecossistemas (BILEK et al.,
2020) e isoladas de varios tipos de solos, inclusive em solos extremos e em
diferentes areas geograficas (MESTRE et al., 2011; BILEK et al., 2020), devido a
habilidade das leveduras em assimilar diversos compostos organicos, permitindo a
sobrevivéncia e dispersao em varios nichos ecoldgicos (PHAFF; STARMER, 1987).

As leveduras na agricultura desempenham papel fundamental como
biofertilizantes, na biorremediacdo e biocontrole através da producao de toxinas

killer que podem causar a morte de outras espécies, além de serem utilizadas em



processos  biotecnolégicos  (EL-TARABILY;  SIVASITHAMPARAM,  2006).
Apresentam uma grande variedade de espécies capazes de promover o crescimento
das plantas, podendo atuar na produgao de moléculas que mimetizam horménios
vegetais (NASSAR et al., 2005), solubilizagdo de fésforo e disponibilizagdo para a
planta (MIRABAL ALONSO et al., 2018), inibicao e controle de fitopatégenos (EL-
TARABILY; SIVASITHAMPARAM, 2006), produgao de sideroforo (SANSONE et al.,
2005), oxidacdo de N e S (FALIH; WAINWRIGHT, 1995) e podem estimular as
associag¢des micorrizicas (MIRABAL ALONSO et al., 2018).

O isolamento e seleg¢do de leveduras podem ser promissores nas aplicacoes
tecnoldgicas na agricultura, por isso, a diversidade e como atuam no meio ambiente
sado informagdes importantes que ainda precisam ser esclarecidas. Assim, estudos
com microrganismos e principalmente com leveduras que induzem e favorecem o
crescimento das plantas podem contribuir para o desenvolvimento de tecnologias
biolégicas de promogao do crescimento vegetal, como uma alternativa na redugéo
do uso de fertilizantes quimicos (SANTOS et al., 2015), auxiliando o aumento da
produtividade (BRAGA JUNIOR et al., 2018), maior rendimento do milho (MA et al.,

2017), diminuindo os custos da produgéo, e aumentando a sustentabilidade agricola.



OBJETIVOS

Objetivo geral
O objetivo do trabalho foi isolar, selecionar e caracterizar leveduras
promotoras de crescimento vegetal a partir de solo cultivado com milho sob manejo

organico.

Objetivos especificos

- Isolar leveduras das amostras de solo sob cultivo de milho solteiro e
consorciado, tratado com adubo organico ou nao;

- Selecionar os isolados de leveduras quanto a capacidade de producao de
acido indolacético (AlA), solubilizacao de fosfato e controle biolégico de fungos
fitopatdgenos in vitro;

- Identificar e avaliar as leveduras selecionadas quanto a producédo de acido
indolacético e solubilizacdo de fosfato em meios de caldo batata-dextrose e melaco
de cana-de-agucar;

- Avaliar a germinacéo e o desenvolvimento inicial de milho inoculado com as
leveduras e com o filtrado livre de células, identificando a capacidade em promover o

crescimento vegetal pelas leveduras testadas.



REVISAO DA LITERATURA

1. A cultura do milho (Zea mays L.)

O milho (Zea mays L.) é uma planta herbacea pertencente a familia Poaceae,
monoica, com flores femininas (espigas) e flores masculinas (penddo). Espécie
originaria do México, apresenta cultivo anual, com o ciclo completo em torno de
quatro a cinco meses. Pode ser encontrada tanto em clima tropical, como subtropical
e temperado (SILVA et al., 2021). O sistema radicular é fasciculado, podendo atingir
a profundidade de 1,5 e 3,0 m, e possui raizes adventicias que colaboram na fixagao
do caule e na absorgéo de solucéo de sais minerais (FORNASIERI FILHO, 2007).

O milho é um dos cereais mais cultivados mundialmente, e o segundo grao
mais plantado no Brasil, sendo Mato Grosso o estado com maior produgao no pais
(ALVES et al., 2015; CONTINI et al., 2019). A estimativa brasileira da producao de
graos de milho em 2021/2022 devera atingir 115,6 milhdes de toneladas, um
aumento de 32,8% em relacao a safra anterior, conforme indica o 10° levantamento
publicado da Safra em julho de 2022 (CONAB, 2022). O milho é considerado uma
das principais culturas da agricultura familiar (GALVAO et al., 2014), e se destaca no
segmento organico, apesar do Brasil ndo se configurar como produtor mundial de
milho orgéanico. Os dados estatisticos sobre a produ¢do organica no pais séo
incipientes e, por vezes, defasados, pois ndo ha o levantamento periédico e a
sistematizacdo desses dados (GALVAO et al., 2014). Sabe-se porém, que existem
por volta de 5.769 unidades produtoras de milho organico no pais, com maior
representacdo na Regido Sudeste, que abriga 1.198 propriedades sendo 769 no
estado de Sao Paulo (MAPA, 2020).

A crescente demanda por alimentos organicos posiciona o setor como um dos
mais estratégicos economicamente. Ha uma tendéncia de estabilizagdo do consumo
per capita dos produtos orgéanicos, como cereais, raizes, tubérculos e carne nos
préximos dez anos (LIMA et al., 2020). O milho cultivado em consércio ou cultivado
em sistema de rotacdo de cultura pode ser beneficiado, pois esses manejos podem
promover melhora na fertilidade do solo, contribuindo com as propriedades
biolégicas, quimicas ou fisicas do solo (RESENDE et al., 2016). O consoércio de
milho com leguminosas favorece os atributos fisicos do solo e as leguminosas atuam

como cobertura, a fim de reduzir a temperatura e umidade do solo, favorecendo os



atributos quimicos e principalmente biolégicos do solo (TREVISAN et al., 2021),
beneficiando assim os microrganismos presentes.

O guandu, uma leguminosa utilizada como alimento, forragem, adubo verde e
quebra-vento, por se adaptar em diversas condi¢des ambientais, é interessante para
a rotagao de cultura com o milho (ALVES et al., 2004). As espécies leguminosas, por
se associarem intimamente com as bactérias diazotréficas, conseguem estimular a
fixacdo biologica de nitrogénio e promover um incremento do nutriente no solo
(GARLAND et al., 2017) e a crotalaria € uma leguminosa empregada como objetivo
de incrementar o nitrogénio através da fixagéo biologica de nitrogénio (RAST et al.,

2010), sem a reducéo da produtividade do milho.

2. Microrganismos no solo

O solo é um habitat complexo, que abriga varios microrganismos, tanto em
quantidade como em diversidade, incluindo eucariotos e procariotos, com
comunidades dindmicas que interagem com o ambiente de forma ativa. A
complexidade do solo faz com que este seja um dos ambientes naturais mais dificeis
de serem estudados. Os microrganismos do solo podem ser influenciados por
diversos fatores como a disponibilidade de agua, nutrientes, oxigénio, pH
(MOREIRA, 2019), a aplicacdo de insumos, o revolvimento do solo, a espécie
vegetal cultivada na area e as alteragdes climaticas (LEAL et al., 2021).

Segundo Moreira e Campos (2013), em apenas um grama de solo & possivel
encontrar cerca de 10° células de leveduras, 10" células de bactérias e 25 km de
hifas fungicas. Devido a grande complexidade de fatores que s&o encontrados no
solo, e a alta biodiversidade de espécies presentes, a grande maioria dos
microrganismos do solo ndo pode ser cultivada em laboratério (XIA et al., 2015),
fazendo com que grande parte das espécies que o habitam permanecam até hoje
desconhecidas. Apesar disso, as pesquisas indicam que os microrganismos do solo
contribuem para a formagao do solo, atuam na decomposigdo da matéria organica,
na remoc¢ao de toxinas do solo e nos ciclos biogeoquimicos do nitrogénio, carbono,
fésforo e enxofre (ZHAO et al., 2014), contribuem com a nutricdo das plantas, com a
fitossanidade, e sdo fundamentais para a fertilidade do solo e para a manutencao de
sua estrutura fisica (MOREIRA, 2019).

O uso excessivo de fertilizantes e pesticidas pode alterar as caracteristicas do

solo, afetando a abundancia e a composicdo da sua comunidade microbiana



(GARCIA-ORENES et al., 2013). No trabalho de Ma et al. (2017) os autores
indicaram praticas agricolas que podem melhorar a estrutura e a diversidade dos
microrganismos do solo, como por exemplo a aplicagao de fertilizantes orgéanicos, os
quais inibiram microrganismos deletérios e estimularam microrganismos benéficos
no solo, promovendo o crescimento vegetal. A adubagdo organica consiste na
utilizacdo de recursos naturais e das atividades bioldgicas, disponibilizando
nutrientes de varias formas, tais como na ciclagem de nutrientes, a partir de restos
culturais, compostos e residuos organicos, e através da adubagao verde,
empregando principalmente o uso das leguminosas (SEDIYAMA et al., 2014),

beneficiando os microrganismos benéficos e estimulando a diversidade do solo.

3. Emprego de microrganismos na agricultura

Os microrganismos do solo tém papel fundamental na biotecnologia como
inoculantes na agricultura, atuam no controle biolégico, na produgao de farmacos em
geral (antibidticos, corantes, enzimas etc.), na biorremediagao entre outros, mesmo
assim, ainda se conhece pouco sobre a diversidade microbiana (LEAL et al., 2021).

Microrganismos que exibem mecanismos para serem utilizados como
promotores de crescimento vegetal estdo cada vez mais sendo estudados devido as
interagbes mutualisticas entre o microbioma e as raizes das plantas (MILLAN et al.,
2020). Com isso, os microrganismos podem atuar de diversas formas no
desenvolvimento das plantas, aumentando a resisténcia a estresses bidticos e
abidticos, bem como contribuir para o crescimento das plantas. Essa contribuigdo no
crescimento das plantas esta relacionada a varios mecanismos, dentre eles, a
producdo de horménios vegetais (acido indolacético), a solubilizagdo de fosfatos, a
fixagcdo de nitrogénio, a absor¢cao de nutrientes, a quelagao de ferro, a producao de
amébnia (NH3) e a competicdo com os patégenos (NASSAR et al., 2005;
FREIMOSER et al., 2019; MILLAN et al., 2020).

Neste sentido, € importante que a selecdo de novas linhagens de
microrganismos promotores de crescimento seja realizada em area de produgéo
organica ja estabilizada. Estudos que avaliam estratégias para utilizar fontes de
fertilizantes organicos em vez de fertilizantes quimicos podem fornecer nutrientes
necessarios as plantas, melhorando o rendimento e a qualidade da cultura agricola
(BRAGA JUNIOR et al.,, 2018), com baixo custo, e ainda contribuir para uma
producao mais sustentavel (KUO et al., 2018; BLANCO-VARGAS et al., 2020).



Com o aumento da produgao de alimentos, e consequentemente aumento do
uso de fertilizantes, a producédo de biofertilizantes é essencial, pois estes sao
baseados em microrganismos e estdo conquistando espaco, sendo mais utilizados
na agricultura organica por nao possuirem fertilizantes quimicos. Alguns paises ja
estdo estabelecendo politicas regulatérias para o uso desses biofertilizantes, sendo
que os maiores produtores de biofertilizantes sdao a Europa e a América do Norte
(MILLAN et al., 2020).

4. Leveduras promotoras de crescimento vegetal

Leveduras sdo fungos unicelulares (Reino Fungi, Dominio Eukarya), se
reproduzem por brotagcdo ou fissdo, e se adaptam ao crescimento tanto em
ambientes liquidos (em suspensdo) quanto em ambientes solidos (formando
biofilme). S&o encontradas naturalmente no solo e nas plantas, porém em menor
propor¢gao quando comparadas as bactérias e fungos filamentosos (YURKOV,
2018).

A comunidade composta por leveduras no solo depende dos nutrientes que
estdo presentes e de microrganismos que atuam na quebra de polimeros
recalcitrantes, para assim liberarem as formas assimilaveis para as leveduras
(MOREIRA, 2019). A revisdo apresentada por Botha (2011) aponta que algumas
especies de leveduras estao transitoriamente no solo, resultantes de restos animais,
do decaimento de flores, frutos e folhas; mas também existem espécies que sao
permanentes no solo. As leveduras participam da manutencdo da estrutura dos
solos, formacdo de agregados, mineralizagdo da matéria orgéanica, ciclagem de
nutrientes (N e S), formacao de agregados e solubilizacdo de fosfatos. As leveduras
foram encontradas em diferentes tipos de solo, desde solos cultivaveis, florestais,
como em ambientes extremos e a diversidade pode ser influenciada pela
composi¢cdo quimica do solo, temperatura e localizagdo geografica (MOREIRA,
2019).

Estudos mostram que leveduras tém potencial para serem utilizadas na
inibicdo de patogenos, na produgdo de fitormbénios (NASSAR et al., 2005), na
solubilizacdo de fosfato, oxidacdo de N e S, e producdo de sideroforos
(AROKYARAJ; JAGANATHAN, 2018). A levedura Saccharomyces cerevisiae
apresenta resultados promissores na promogdo do crescimento de plantas.
Arokyaraj e Jaganathan (2018) revelaram resultados promissores para o emprego



da levedura Saccharomyces cerevisiae como biofertilizante, pois foi observado que a
inoculacdo da levedura promoveu melhorias nas propriedades do solo, na captacao
de nutrientes e na retengao de agua.

Novos estudos sdo necessarios para avaliar a capacidade das leveduras de
promoverem o crescimento e o desenvolvimento de plantas de forma direta ou
indireta (BOTHA, 2011). Leveduras sdo capazes de proporcionar um estimulo ao
desenvolvimento vegetal através da produgao de moléculas similares aos horménios
vegetais. Dentre estes, pode-se citar as auxinas, giberelinas, citocininas e etileno
(NASSAR et al., 2005). O acido indolacético (AlA) é um derivado de indol da familia
das auxinas, considerado um horménio de crescimento vegetal capaz de promover
resposta rapida na planta como o aumento na elongacgao celular, na diferenciagao e
divisdo celular (NASSAR et al., 2005), nas respostas de luz e gravidade, na
regulacdo do caimento das folhas e amadurecimento dos frutos (TEALEET et al.,
2006).

E possivel encontrar trabalhos relatando produgdo de AIA por bactérias,
fungos filamentosos e leveduras (NUTARATAT et al., 2014). Nos estudos de Nassar
et al. (2005), a levedura Williopsis saturnus, isolada de raiz de milho, apresentou
producao de altos niveis de AIA e acido indol piravico (IPYA) in vitro; o mesmo
isolado, quando inoculado em mudas de milho, promoveu aumento do peso seco,
comprimento das raizes e da parte area nas plantas adultas. A levedura Rhodotorula
sp., a primeira levedura isolada endofiticamente da planta de Populus, também
apresentou producao significativa de AlA in vitro (XIN et al., 2009).

A solubilizagdo de nutrientes essenciais € outra habilidade dos
microrganismos para aumentar o crescimento das plantas. O fésforo (P) € um
nutriente limitante para as plantas devido a sua adsorgéo no solo e a formagao dos
complexos minerais com outros elementos, tornando-o imobilizado no solo com o
aluminio (Al), calcio (Ca) e ferro (Fe). Alguns microrganismos do solo promotores de
crescimento vegetal tém a habilidade de solubilizar as formas precipitadas de P
(SARABIA et al. 2017), ou seja, esses microrganismos tém a capacidade de liberar o
fosfato e fornecer o nutriente na forma soluvel para as plantas (NUTARATAT et al.,
2014).

Nakayanet al. (2013), em estudos in vitro com a espécie Meyerozyma
guilliermondii, observaram a capacidade da levedura em solubilizar fosfato,

proporcionando o aumento da absorcao de alguns elementos dentre eles o fésforo



na parte aérea das plantas de milho. Além disso, a levedura promoveu o aumento da
altura da planta e do peso seco da parte aérea, tornando-se potencialmente
solubilizadora de fosfato e promotora de crescimento vegetal. Nutaratat et al. (2014)
apresentaram resultado positivo para a solubilizacdo de fosfato (indice de
Solubilizagao de 1,2) com uma linhagem de levedura Torulaspora globosa em meio
sélido Pikovskaya com fosfato tricalcico.

O potencial uso de leveduras antagonistas como agentes de biocontrole é
pouco explorado (FREIMOSER et al., 2019). Os mecanismos que estao envolvidos
nas atividades das leveduras que foram estudados até o momento estédo
relacionados com a competicdo por espaco e nutrientes, produgdo de toxinas,
secrecdo de enzimas, liberacdo de compostos organicos volateis, indugdo de
resisténcia vegetal e micoparasitismo (WISNIEWSKI; DROBY, 2012). Outro
mecanismo também identificado em leveduras é a producdo de siderdforos,
moléculas capazes de se prender ao ferro, o que exerce efeito indireto negativo para
os fitopatdogenos, uma vez que indisponibiliza o elemento para o fungo patogénico
(NUTARATAT et al., 2014).

A linhagem 1S112 de Torulaspora globosa, isolada da rizosfera de cana-de-
agucar, apresentou antagonismo contra o fungo fitopatdégeno Colletrotrichum
sublineolum através da produgao de toxinas killer, o que causou deformidades nas
hifas do fungo filamentoso (ROSA et al., 2010).
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CAPITULO 1. Isolamento, selec3o e caracterizacio de leveduras promotoras de

crescimento vegetal de solo sob cultivo de milho organico

1. Resumo

As leveduras sao fungos unicelulares encontrados naturalmente no solo e que
podem atuar em associacdo com as plantas, produzindo fitormdnios, solubilizando
minerais, e controlando patogenos. Apesar disso, sdo pouco estudados quanto ao
seu potencial de emprego como promotores de crescimento vegetal. O objetivo
deste trabalho foi isolar, selecionar e caracterizar leveduras de solo cultivado com
milho, consorciado ou n&o, adubados ou ndo com composto organico. As amostras
de solo foram plaqueadas em meio YPD, e as coldnias morfologicamente distintas
foram isoladas em cultura pura. Os isolados foram analisados quanto aos
mecanismos relacionados a promog¢ao de crescimento vegetal (produgéo de acido
indolacético (AlA), solubilizacdo de fosfato e antagonismo a fitopatdogenos), e
também foram caracterizados fenotipicamente. Foram isoladas 28 colbnias de
leveduras, sendo que destas, 39% isoladas do tratamento MGA (milho com guandu
e com composto), 21% do tratamento MP (milho com composto), os tratamentos MA
(milho sem composto), MCA (milho com crotalaria sem composto) e MCP (milho com
crotalaria e com composto) com 11% em cada, e por ultimo o tratamento MGCP
(milho com guandu e crotalaria, com composto) com 7% dos isolados. Do total de
leveduras isoladas, 23 linhagens (82%) apresentaram resultados positivos para os
trés mecanismos de promog¢ao de crescimento vegetal testados. As linhagens
selecionadas, apdés os testes iniciais e a caracterizacdao fenotipica, foram
identificadas por sequenciamento do dominio D1/D2 do gene 26S do rDNA como:
MGAOQ (Torulaspora delbrueckii), MP18 (Torulaspora globosa), MCP22 (Torulaspora
delbrueckii), MA5  (Aureobasidium  melanogenum), MGA12 (Candida
pseudointermedia), MCP24 (Trichosporon asahii) e MGCP25 (Cryptococcus

laurentii).

2. Introducgao

As leveduras sao fungos unicelulares que habitam diversos ecossistemas,
sendo que sua presenca no solo é influenciada pela diversidade e pela espécie
vegetal cultivada. Sdo encontradasno solo, principalmente proximas as raizes das

plantas, pois assim conseguem assimilar o carbono exsudado pelo sistema radicular
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vegetal (BOTHA, 2011; YURKOV et al., 2018). As leveduras podem assimilar
diferentes fontes de carbono e nitrogénio (HERNANDEZ-FERNANDEZ et al.,
2021),e devido a sua ampla capacidade nutricional e rapida multiplicacao, estdo em
abundancia no ecossistema edafico. Podem atuar como agentes benéficos a
producdo vegetal, atuando como promotores de crescimento de plantas. Dentre os
mecanismos observados em leveduras de solo pode-se citar a disponibilizacdo de
nutrientes soluveis as plantas, a produgéo de fitorménios que atuam diretamente no
crescimento vegetal (HERNANDEZ-FERNANDEZ et al., 2021) e o controle biolégico
de microrganismos patogénicos ou deletérios as plantas.

O fésforo é o elemento menos disponivel para as plantas no solo, porém € o
segundo nutriente mais exigido, sendo que sua deficiéncia resulta na reducao da
produtividade das culturas (KHAN et al., 2014). Microrganismos do solo, dentre eles
as leveduras, podem disponibilizar fosforo para as plantas a partir de fontes
inorganicas insoluveis. Uma das estratégias que os microrganismos utilizam para a
solubilizagdo de P é através da produgao de acidos organicos (KHAN et al., 2014). O
acido indolacético (AlA) é o principal integrante do grupo das auxinas, fitorménio que
favorece o crescimento vegetal, regulando varios processos fisiolégicos e o
desenvolvimento vegetal. A produgdo de AIA pelas leveduras depende de varios
fatores, como a espécie utilizada, a fase de crescimento, a presenga e concentragcao
de moléculas precursoras e/ou as fontes de nutrientes (GIRI; SHARMA, 2020).

Outro mecanismo utilizado pelas leveduras para auxiliar as plantas consiste
na acao antagdnica contra fitopatégenos, por meio de toxinas killer, sideroforos,
competicdo por espaco e nutriente (SPADARO; DROBY, 2016), podendo também
atuar em resposta ao estresse por salinidade, temperatura, toxicidade, ativando
varios mecanismos de defesa, ou seja, produzindo diferentes compostos para
reduzir o estresse (FU et al., 2016). Considerando que as leveduras apresentam
grande potencial como promotoras de crescimento vegetal, e que ha necessidade de
complementar o conhecimento sobre a presenga desse grupo no solo associado ao
cultivo de milho em condicbes organicas, o objetivo deste trabalho foi isolar
leveduras das amostras de solo sob cultivo de milho solteiro e em consércio, tratado
com adubo organico ou n&o, selecionar e avaliar os isolados de leveduras quanto a
capacidade de produgao de AlA, solubilizacdo de fosfato e controle biolégico de

fitopatdgenos in vitro.
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3. Materiais e Métodos
3.1. Caracterizagcao das amostras de solo

A area de amostragem esta localizada no campus da Universidade Federal de
Sao Carlos, na cidade de Araras, estado de Sao Paulo, coordenadas geograficas
latitude 22°18’00” S, longitude 47°23’03” W e altitude média de 707 m (PERES et al.,
2013; ROCHA, 2017) (Figura 1). O clima da regido é Cwa, caracterizado como
tropical Umido, com verdes quentes e os inversos secos (KOPPER, 1948). A
precipitacdo média da duragao do periodo do cultivo foi de 136,8 mm, a temperatura
média minima 19,53°C e a média da temperatura maxima 25,25 °C (CIIAGRO,
2021). O solo da area é do tipo Nitossolo Vermelho Distroférrico latossolico (NVdf)
de textura argilosa (YOSHIDA; STOLF, 2016).

Figura 1. Area do cultivo de milho na UFSCar.

Google Earth

Fonte: Google Earth, 2022.

As amostras de solo foram coletadas em area experimental cultivada em
sistema organico ha 11 anos. No momento da coleta das amostras, a area estava
sob cultivo de milho (hibrido simples P3898), consorciado ou ndo com adubo verde,
crotalaria (Crotalaria spectabilis) e/lou guandu-anao (Cajanus cajan) cultivar IAPAR
43. No estadio V4 foi realizada a aplicacdo na superficie do solo, nas linhas do
milho, e na metade da area, do composto comercial Visafértil®, na dose de 13,27 t
ha'. O composto apresenta a seguinte constituicdo: N (1,90%), P,Os (1,48%), K
(1,45%), CaOs (11,53%), MgO (1,32%), SO4 (1,01%), M.O (20,69%), Cu (100 mg
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dm™), Fe (18977 mg dm™), Mn (566 mg dm™), Zn (153 mg dm™), umidade de 18% e
densidade 0,662 kg L™

A primeira coleta das amostras de solo foi realizada em 07/03/2021,quando o
milho estava no estadio V10 (dez folhas expandidas), e a segunda foi realizada em
23/05/2021, quando o milho estava no estadio de maturidade fisiolégica (R6)
(pamonha para farinaceo). As amostras foram coletadas préximo da raiz, na camada
agricultavel (entre 0 e 20 cm de profundidade) (Figura 2). Para a coleta foi utilizado
trado, com o qual foram realizadas trés coletas por linha de plantio, em cada um dos
tratamentos, com um total de 24 amostras. As amostras de cada tratamento foram
homogeneizadas em balde, para a obtengdo de uma amostra composta de cada
tratamento, compondo ao final oito amostras compostas. O solo foi colocado em
sacos plasticos identificados, armazenados em caixa térmica, e levados para o
Laboratério de Microbiologia Agricola e Molecular (LAMAM), no campus da
Universidade Federal de Sdo Carlos, em Araras/SP, para analise. Quando nao
analisadas no mesmo dia da amostragem, as amostras de solo foram mantidas em
geladeira a 4°C e analisadas no maximo até 48 horas. Neste caso, antes da analise,
as amostras foram pré-incubadas em condicbes de temperatura ambiente para

reativagao dos microrganismos (PIRES et al., 2006).

3.2. Isolamento de leveduras das amostras de solo

Amostras de 10 g de solo foram diluidas em 90 mL de solugado salina (NaCl
0,85%) esterilizada, em frascos Erlenmeyers de 250 mL. Os frascos foram mantidos
em agitacdo por 30 minutos a 160 rpm. Em seguida foi realizada a diluicdo seriada
da suspensdo até obtencdo da diluicdo 10, conforme citado por Neder (1992). As
diluictes de 102 a 10 foram pipetadas na superficie do meio de cultura sélido em
placa de Petri com o emprego do método de semeadura em superficie. Foi utilizado
o meio de cultura YPD (Yeast Extract-Peptone-Dextrose), com 10 g/L de extrato de
levedura, 20 g/L de peptona, 20 g/L de glicose e 17 g/L de agar, com a adigao de 1
mL/L do antibidtico cloranfenicol na concentracao final de 50 mg/L (Figura 2).

As placas foram incubadas a 28°C, com o acompanhamento diario do
desenvolvimento das colbnias, as quais foram repicadas para nova placa para

obtencgao de culturas puras.
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Figura 2. Etapas do isolamento de microrganismos do solo: a) Coleta de solo na camada 10-20 cm
do solo; b) Diluicdo seriada das amostras e isolamento.

(a) Coleta de solo (b) Isolamento de leveduras por cultivo

¥ ‘ 1ml im 1ml
7 10 g de solo

—
]

.
!
e 0-. i
20 cm iniciais
de solo l 1 lPlaqueamento

Isolamento em cultura pura |

Fonte: MOREIRA (2019).

As culturas puras foram selecionadas visualmente, considerando
caracteristicas morfologicas distintas para obtengdo da maior diversidade de
espécies. Nessa etapa, foram excluidos os fungos filamentosos e bactérias através
de analise macroscoépica (caracteristicas da coldnia), e microscépicas (avaliacdo da
célula em microscopio 6ptico). As linhagens foram mantidas em tubo de ensaio com
meio inclinado YPD, cobertas com éleo mineral, em geladeira (4° C) até a realizagao

de novas analises.

3.3. Selecao das linhagens com potencial para promogao de crescimento
vegetal
3.3.1. Producao de acido indolacético (AlA)

O ensaio consistiu em analise qualitativa para selecdo das linhagens
produtoras de AIA com o emprego da metodologia de Bric et al. (1991). Em tubos
Falcon de 50 mL foram colocados 10 mL do meio de cultura liquido YPD ou caldo
BD (Caldo de Batata-Dextrose, Kasvi®), ambos suplementados com triptofano (0,54
g/mL), aminoacido utilizado como percursor na producao de AlA pela maioria dos
microrganismos (IGNATOVA et al., 2015). Foi realizada a inoculagédo de uma alcada
da linhagem a ser avaliada no meio. Os tubos foram incubados a 30°C em agitacéo
a 160 rpm por 48 horas. Para determinar a producdo de AlA, os cultivos foram
centrifugados durante 3 minutos a 3000 rpm. Logo apés, 1 mL do sobrenadante foi
transferido para microtubos nos quais foi adicionado 1 mL do reagente de Salkowsky



19

(acido perclorico 35% e cloreto de ferro 0,5 M dissolvidos em agua destilada),
seguido de leve agitagdo para homogeneizar a mistura, a qual foi mantida em
temperatura ambiente, em ambiente escuro por 30 minutos (GORDON; WEBER,
1951).

Apos esse periodo foi avaliada a mudanca de cor do meio para rosa, que
indica a presenga de AIA na solugdo. Uma escala foi criada para caracterizar
qualitativamente a producéo de AIA pelas leveduras, considerando que quanto mais
intensa a cor rosa, maior a concentracdo de AIA no meio. Assim foi definida a
seguinte escala: (-) ndo produziu, (+-) produziu pouco, (+) produziu médio e (++)

produziu muito, de acordo com a Figura3.

Figura 3. Escala representativa da produgéo de AlA pelas leveduras; A) controle caldo batata
suplementado com triptofano, B) (-) ndo produziu, C) (+-) produziu pouco, D) (+) produziu médio, E)
(++) produziu muito.

Fonte: Elaborado pela prépria autora (2022).

3.3.2. Solubilizagao de fosfato tricalcico

Para a selecdo das linhagens solubilizadoras de fosfato foi utilizada a
metodologia de Freitas et al. (1997), no qual utiliza-se o meio de cultura BDA
(Batata-Dextrose Agar, Kasvi®) suplementado com 5 g/L de extrato de levedura.
Antes de verter o meio nas placas de Petri, adicionou-se ao meio as solucdes de
K2HPO4 10% (50 mL/L) e CaCl; 10% (10 mL/L), ambas esterilizadas por filtragdo em
membrana de 0,22 um. As leveduras foram inoculadas pontualmente no centro da
placa, e estas foram incubadas por 48 horas a 30°C. A formacdo de um halo
translucido ao redor da colénia do microrganismo indica resultado positivo para a
solubilizagdo do fosfato no meio. O indice de solubilizagdo (IS) foi calculado,

utilizando a relagcéo entre o didametro da coldénia com halo e o didmetro da colbnia
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sem o halo, considerando que: IS baixo = menor que 2; IS médio = maior que 2,

menor que 4; IS alto = maior que 4.

3.3.3. Antagonismo contra fungos fitopatogénicos

Para o teste de antagonismo, foi utilizada a técnica de cultivo pareado em
placas de Petri com meio de cultura BDA. A técnica consiste na inoculagdo em lados
opostos da placa do fungo fitopatogénico Fusarium verticillioides(isolado da cana-de-
agucar) e Geotrichum candidum(cedido pelo Instituto Agronémico de Campinas-IAC)
e do antagonista (linhagem de levedura testada). E realizada a observacdo do
desenvolvimento do fungo fitopatdgeno comparado a uma placa controle (somente o
fungo sem o antagonista). A inoculagao da levedura foi realizada com uma algada de
células retirada de uma col6nia em crescimento ativo, a qual foi estriada em um dos
lados da placa. Um fragmento de micélio do fungo fitopatogénico de 5 mm de
diametro, em crescimento ativo, foi colocado no lado oposto. As placas foram
incubadas a 30°C até o crescimento do fungo controle em toda a placa. As leveduras
que afetaram o crescimento do fungo fitopatogénico comparado ao controle foram
consideradas antagonistas.

Para a avaliagdo qualitativa do antagonismo foi utilizada uma escala de
acordo com Rosa (2009): fungo filamentoso cresce independente da presenca do
microrganismo testado (0); fungo filamentoso cresce até o limite da colénia do
microrganismo (+); formacdo de halo de inibicdo (++); desaceleragdo do
desenvolvimento micelial do fungo filamentoso, mas este no final se desenvolve por

cima do microrganismo testado (+/-).

3.4. Analise de Componente Principal

Foi utilizada a Analise de Componente Principal ou PCA (Principal
Component Analysis) a partir de uma matriz binaria de dados, na qual as linhas
compuseram as linhagens isoladas e as colunas as caracteristicas aplicadas aos
resultados de producdo de AIA e solubilizagdo de fosfato. Os resultados foram
classificados em uma escala para a produgéo de AlA: (0) ndo produziu, (1) produziu
pouco, (2) produziu médio e (3) producao alta; e para a solubilizagdo de fosfato: (0)
nao solubilizou, (1) baixa solubilizagdo, (2) média solubilizagdo. Foi utilizado o
coeficiente de Pearson-n na ferramenta XLSTAT 2021.2.2 (BEHBAHANI et al.,
2017).
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3.5. Caracterizagao das linhagens

Foi realizada a caracterizagcdo morfoldégica das colénias e células das
leveduras isoladas. Para tanto as linhagens foram cultivadas em placas de Petri com
meio YPD sdlido a 28°C por 5 dias. Em seguida foram avaliadas as caracteristicas
da colénia (cor, borda, aspecto, textura), e as ceélulas foram observadas em
microscopio optico (400x).

A avaliagao do perfil de crescimento das leveduras foi realizada em meio de
cultura YPD e melago clarificado (20 g/L agucar redutor total - ART).Para o preparo
do melacgo clarificado a 20 g/L de ART, o melago (obtido na Usina Sado Joao — Araras
— SP) foi diluido e homogeneizado em agua destilada, levado ao banho-maria a 60-
65° C por 15 minutos, em seguida, filtrado em funil com algodao e adicionado
NaH,PO, — fosfato de s6dio monobasico, na proporgao de 2,5 g/L de filtrado. Em
seguida o melago foi colocado em frasco e levado a autoclave em vapor fluente por
15 minutos. A seguir, permaneceu em repouso por 48 horas, sendo que apds esse
periodo, determinou-se o teor de ART pelo método do acido 3,5-dinitrossalicilico -
ADNS (MILLER, 1959) do sobrenadante para corrigir o teor de agucar para 20 g/L,
diluindo em agua destilada. Para a avaliagdo do perfil de crescimento, inicialmente
foi preparado o in6culo com o cultivo das leveduras (uma algada da colénia) em
tubos Falcon de 50 mL contendo volume final de 10 mL de meio YPD ou melaco
clarificado a 20 g/L de ART, a 30°C por 48 horas, em triplicata. Em seguida, 20 ul do
in6culo foram utilizados para as avaliagbes em microplacas de 96 pocgos (‘Costar 96
Flat Bottom Transparent Polystyrene’), com 180 uyl do meio de cultura YPD ou
melago, tendo como controle negativo o meio de cultivo sem levedura. As
microplacas foram incubadas a temperatura de 30°C, 160 rpm de agitagcao
(aproximadamente 5 mm de amplitude orbital), com intervalos de leitura da
densidade 6ptica (600 nm) a cada 15 minutos para avaliar o crescimento celular, por

30 horas, utilizando a leitora de microplacas Tecan Infinite®M200.

3.6. Identificacdo das linhagens de levedura selecionadas

As linhagens que se destacaram quanto aos mecanismos de promogao de
crescimento vegetal, com caracteristicas morfoldgicas distintas, e que tiveram
crescimento destacado nos meios testados, foram selecionadas como potenciais

candidatas para os testes posteriores. As leveduras foram identificadas utilizando
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amplificagdo e sequenciamento do dominio D1/D2 do gene 26S do DNA ribossomal
(rDNA).

Para a extragao do DNA das leveduras, foram coletadas células de colbénia
em crescimento ativo de placas de Petri, e preparada uma suspensao em tubo
Falcon com 4 mL de meio YPD liquido. Os tubos foram incubados a 28°C sob
agitacdo de 160 rpm por cerca de 12-16 horas. No dia seguinte as culturas foram
transferidas para microtubos de 1,5 mL e centrifugadas. O sobrenadante foi
descartado e as células resuspensas em 100 yL de uma solugédo de SDS 1% -
LiOAc 200 mM, seguida da incubagéo a 70°C por 15 minutos. Em seguida, 300 pL
de etanol a 95% foram adicionados, as amostras foram agitadas em voértex e
centrifugadas a 14.000 rpm por 3 minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi
descartado, e o DNA foi ressuspendido em 100 uL de tampé&o Tris-HCI/EDTA (TE).

Para a amplificacdo foi utilizado o protocolo da enzima GoTag®. Em
microtubos de 0,2 mL foram adicionados: 12,5 uL do GoTag® Master Mix, 2 uL de
DNA, 0,5 uL de cada primer (NL1: 5-GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG-3}
NL4: 5'-GGT CCG TGT TTC AAG ACGG-3') na concentragao de 5 mM e o volume
foi completado para 25 pL com agua milliQ autoclavada. O termociclador foi
programado de acordo com o protocolo dos primers utilizados (desnaturacgdo inicial
de 94°C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 60°C por 1
minuto e 72°C por 1 minuto e uma extensao final de 3 minutos a 72°C). A purificagao
do produto de PCR foi realizada com o kit “Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System”, com protocolo segundo orientagdes do fabricante.

Foi utilizado o "pGEM®-T Vector System I" para a clonagem do amplicon.
Para a ligagcao, em tubos de 0,2 mL foram adicionados: 1 yL do pGEM®-T Vector, 1
ML da T4 DNA Ligase, 5 uL do Ligation Buffer e 3 uL do produto de PCR purificado.
A ligacao foi incubada por 3 dias a -4°C. Para a transformacédo, 1 yL da ligacao foi
adicionado a 50 pyL de células competentes de Escherichia coli DH5, seguido de
incubacado em gelo por 30 minutos. Apds este tempo, as células foram incubadas a
42°C por 90 segundos e em gelo novamente por 3 minutos. Um volume de 800 uL
de meio SOC (meio SOB “Super Optimal Broth” com adicdo de glicose) foi
adicionado as células que, em seguida, foram incubadas a 37°C sob rotagao de 200
rom por 45 minutos. A suspensao foi centrifugada a 14.000 rpm por 1 minuto e
grande parte do sobrenadante foi descartado, permanecendo aproximadamente 100

ML deste. O pellet foi diluido no sobrenadante restante e plaqueado em meio Luria-
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Bertani (LB) s6lido com 50 pg/mL de Ampicilina. As placas contendo 17 pL de XGAL
(20 mg/mL) e 8 pL de IPTG (100 mM) foram incubadas por 12-16 horas a 37°C. As
colénias brancas foram selecionadas e inoculadas em tubos Falcon com
aproximadamente 4 mL de meio LB com 50 ug/mL de Ampicilina, que foram
incubados por 12-16 horas a 37°C sob agitagdo de 160 rpm. Para a purificagdo do
plasmideo transformado, foi utilizado o kit “Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System”, com protocolo segundo orienta¢des do fabricante.

O sequenciamento foi realizado com o kit BigDye™ Terminator v3.1
CycleSequencing Kit (Thermo Fischer®) e os primers T7 promoter primer (TAA TAC
GAC TCA CTA TAG GG) ou SP6 promoter primer (ATT TAG GTG ACA CTA TAG),
de acordo com as instrugdes do fabricante. O DNA foi injetado no sequenciador
automatico ABI3730 (Applied Biosystems®) e as sequéncias obtidas foram
analisadas  utiizando a ferramenta BLASTn no site do NCBI

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

4. Resultados e Discussao
4.1. Isolamento das leveduras

A partir das amostras de solo obtidas na primeira coleta, foram isoladas 7
linhagens de leveduras, sendo 3 isolados do milho solteiro, 3 do milho com
crotalaria, e 1 do milho consorciado com guandu. Das 7 linhagens, 5 foram isoladas
de amostras de solo sem adicdo de composto organico. Na segunda coleta, foram
isoladas 21 linhagens de levedura, sendo que 6 tiveram como origem o solo do
cultivo de milho solteiro, 3 do cultivo de milho consorciado com crotalaria, 10
isolados do solo sob cultivo de milho e guandu, e dois isolados do consoércio do
milho com crotalaria e guandu. Doze isolados foram obtidos do solo sem adigao de
composto organico, e 9 isolados do solo com composto organico.

Considerando as duas coletas, a amostra de solo de onde mais se isolou
leveduras foi a sob cultivo de milho consorciado com guandu, sem adigdo de adubo
organico (MGA), com 39% dos isolados, seguido da amostra de solo de milho
solteiro com adubo organico (MP) com 21%.

Das amostras de solo de milho solteiro sem adubo orgéanico (MA), milho
consorciado com crotalaria sem adubo organico (MCA) e com adubo organico (MCP)
foram isolados 11% das leveduras cada. A amostra de solo sob cultivo de milho

consorciado com guandu e crotalaria, e com adubo organico (MGCP) forneceu 7%
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dos isolados. Considerando apenas a adubacgao do solo, 61% dos isolados vieram
de amostras que nao receberam adigdo do composto orgéanico, e 39% de amostras
de solo com composto organico (Figura 4). Das amostras de solo sob cultivo de
milho consorciado com guandu e adigdo de adubo organico (MGP), e do milho
consorciado com guandu e crotalaria sem adigdo de adubo organico (MGCA),

nenhuma levedura foi isolada.

Figura 4. Proporgao dos isolados de leveduras obtidos para cada tipo de solo de origem. MA (milho

solteiro), MCA (milho + crotalaria), MGA (milho + guandu), MCGA (milho + crotalaria + guandu), MP

(milho + composto orgénico), MCP (milho + crotalaria + composto organico), MGP (milho + guandu +
composto organico), MCGP (milho + crotalaria + guandu + composto organico).

MGCP
7% MA
MGP
0%
MGCA MP

0% 21%
MGA
39%

MCA

11%

Fonte: Elaborado pela propria autora (2022).

A espécie vegetal tem papel fundamental em definir a composicédo da
diversidade microbiana no solo, principalmente devido a liberacdo de exsudatos
radiculares, os quais estimulam e alimentam os microrganismos préximos as suas
raizes (SPAEPEN et al., 2007). Na produgédo do milho, as espécies de crotalaria e
guandu sao inseridas como adubo verde no sistema de produgdo, com o propaosito
de aumento da contribuigdo de nitrogénio no solo através da fixagao bioldgica de
nitrogénio atmosférico e aumento da matéria seca (TREVISAN et al., 2019).Chieza

et al. (2013) relatam que o consorcio de milho com guandu ando diminuiu a
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densidade do solo, a macroporosidade e a porosidade total, com a manuteng¢ao dos
agregados nos periodos amostrados, demostrando que este consoércio tem potencial
para melhorar os atributos fisicos, quimicos e bioldgicos, de forma que o sistema de
consorcio atua principalmente como fungéo de cobertura no solo. Com isso, reduz as
amplitudes térmicas do solo, interceptando a radiacdo solar e diminuindo a
evaporagdo de agua, mantendo a umidade do solo e beneficiando os
microrganismos ali presentes.

Trevisan et al. (2019), avaliando o cultivo de milho em consoércio na mesma
area na safra 2017/2018, observaram que a amplitude da variacdo da temperatura
do solo em fungdo do horario e profundidade no consércio de milho com guandu,
nao apresentou alteragdes significativas. Os autores concluem que o resultado é
devido, principalmente, a maior producao de massa seca do consércio MG (milho +
guandu), se comparado as outras combinagbes (milho + crotalaria e milho +
crotalaria + guandu). Além disso, a umidade do solo se manteve maior no consorcio
de milho com guandu, o que pode promover uma maior quantidade e diversidade
microbiana na area, favorecendo positivamente o isolamento de um numero maior
de leveduras desse consorcio.

O estadio de desenvolvimento do vegetal também pode afetar a composi¢ao
dos exsudatos, promovendo assim alteracbes nas espécies microbianas do solo e
rizosfera (SPAEPEN et al., 2007). A primeira coleta foi realizada quando o milho
estava no estadio de desenvolvimento V10, no qual ha o desenvolvimento dos
orgaos florais e o caule esta se alongando. A planta de milho, nessa fase, inicia um
crescimento continuo acelerado, acumulando nutrientes e peso seco, 0 que
ocasiona maior absorcéo de agua e nutrientes (MAGALHAES:; DURAES, 2006). Na
segunda coleta, porém, o milho estava no estadio de desenvolvimento R6, no qual
atingiu o seu estado de maturidade fisiolégica. Os grdos presentes na espiga
alcangam o maximo de peso seco e vigor. Nesta etapa inicia-se o processo de
senescéncia natural das folhas, e assim, aos poucos, estas vao perdendo a cor
verde (MAGALHAES; DURAES, 2006).

Nos estudos de Trevisan et al. (2019) a analise de umidade do solo ao longo
do estadio fenoldgico do milho, nos diferentes tratamentos analisados, revelou que a
umidade do solo no estadio V8 proximo ao V10 foi no MC (milho + crotalaria) com
26,24%, seguido do milho solteiro com 25,84%.Este fato pode explicar o maior

numero de isolados encontrados nesse trabalho, na primeira coleta, em solos sob
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milho solteiro (M) e no consorcio de milho com crotalaria (MC), que juntos
forneceram 86% dos isolados da primeira coleta. Também de acordo com Trevisan
et al. (2019), a maior umidade de solo encontrada foi no tratamento MG (milho +
guandu) com 26%, no estadio R6, no qual também foi encontrado o maior numero
de leveduras isoladas (48% do total dos isolados de leveduras da segunda coleta)
em nosso trabalho. Entre os estadios R2 e R6, o milho tem pouca exigéncia de agua
por estar no processo de senescéncia e préximo da colheita. Os maiores valores de
umidade foram observados em MG, pela maior cobertura do solo nesse tratamento,

evitando assim a evaporagao da agua (TREVISAN et al., 2019).

4.2. Produgao de acido indolacético (AlA)

Foram realizados testes qualitativos in vitro da capacidade de producao de
AIA de todos os isolados de leveduras, ambos na presenca de triptofano. No
primeiro teste foi utilizado o meio de cultura YPD liquido, porém nenhuma linhagem
de levedura apresentou resultado positivo, indicando que as leveduras ndo tiveram
sucesso em produzir AIA nesse meio de cultura. Utilizando o meio de cultura BD,
das 28 linhagens de levedura, 21 apresentaram resultado positivo de producéo de
AlA (82%). Segundo a escala de classificagédo (Figura 3), 11 linhagens apresentaram
alta producao, 8 linhagens apresentaram média producdo e 2 linhagens produziram

pouco AIA (Figura 5).
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Figura 5. Reacdo do meio de cultivo das leveduras em meio BD com o reagente de Salkowsky. O

Fonte: Elaborado pela prépria autora (2022).

O tratamento MGA (milho + guandu) apresentou 8 isolados produtores de
AlA, dentre eles, 4 linhagens produziram muito e 4 linhagens produziram de forma
mediana. No tratamento MP (milho + composto orgéanico), 5 isolados produziram
AlA, sendo que 3 tiveram alta produgéo. Para o tratamento MCP (milho + crotalaria +
composto orgéanico), as 3 linhagens apresentaram resultado positivo na produgéo de
AIA, duas com alta produgdo. No tratamento MA (milho solteiro) 2 isolados
produziram AIA, um deles pouco, e outro muito. No tratamento MCA (milho +
crotalaria) dois isolados produziram, um de forma mediana, e outro apresentou alta

producao de AlA (Figura 6).
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Figura 6. Distribuicdo de linhagens de leveduras produtoras de AlA isoladas nos diferentes
tratamentos. MA (milho solteiro), MCA (milho + crotalaria), MGA (milho + guandu), MCGA (milho +
crotalaria + guandu), MP (milho + composto organico), MCP (milho + crotalaria + composto organico),
MGP (milho + guandu + composto organico), MCGP (milho + crotalaria + guandu + composto
organico).

12
11

=
o

numero de isolados
ORR NWEBRBUIOY OOW

MA MP MCA MCP MGA MGP MGCA MGCP

B muito médio pouco nao produziu

Fonte: Elaborado pela prépria autora (2022).

A producdo de AIA por microrganismos pode ser afetada pelo meio que
proporciona seu crescimento. Trabalhos na literatura mostram que a fonte
nutricional, o pH do meio, a temperatura e até o fornecimento de oxigénio podem
afetar a producdo do fitormdnio pelos microrganismos. Scarcella et al. (2017)
mostraram que a producao de AlA in vitro pelas espécies de levedura Trichosporon
asahii e Rhodotorula mucilaginosa é drasticamente afetada pelo tipo de fonte de
carbono, pelo pH do meio e por diferentes temperaturas de incubagcdo. No presente
trabalho, o meio YPD mostrou ndo fornecer as condi¢des ideais (nutricionais e/ou
pH) para a producgao de AlA pelos isolados de levedura testados.

O AIA é um fitormbnio essencial para a regulacdo do crescimento pelas
plantas, além de estar envolvido nos processos fisioldgicos, os quais inclui o
alongamento e a divisdo das células vegetais, germinacdo das sementes,
desenvolvimento vascular e crescimento radicular (LUO et al., 2018). As leveduras
que produzem AIA podem contribuir para o aumento da formacéao das raizes laterais
e dos pelos radiculares, para assim facilitar a captacao dos nutrientes do solo pelas
plantas (FU et al., 2016; MILLAN et al., 2020). A sintese de AIA é uma caracteristica
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que tem sido observada com frequéncia entre as leveduras (FU et al., 2016). A
capacidade das leveduras de produzir AIA esta relacionada com as fontes de
nutrientes, pH e das condi¢des de cultivo (MILLAN et al., 2020), corroborando com
resultados aqui apresentados.

No trabalho de MILLAN et al. (2020), foram analisadas 69 cepas de leveduras
cultivadas em meio com a presenca e auséncia de triptofano, para a producéo de
AlA. Os resultados mostraram que algumas linhagens sao capazes de produzir AIA
sem triptofano, em uma via independente do aminoacido. Com a adicdo de
triptofano, porém, a via é mais eficiente para a maioria dos isolados. Os mesmos
autores relatam que a capacidade das leveduras de produzir AIA é uma
caracteristica dependente da cepa e nao da espécie (FU et al., 2016). Fu et al.
(2016), Freimoser et al. (2019) e Millan et al. (2020) corroboram que a levedura pode
ter outro mecanismo para sintetizar AIA que nao seja dependente de triptofano,
sendo que a disponibilidade de triptofano pode afetar a producdo de AIA pela
levedura.

Os experimentos de Xin et al. (2009), avaliando trés espécies de leveduras
endofiticas isoladas de Populus, apresentaram resultados significativos para a
producao de AlA, sendo que WP1 produziu 39 mg/mL, seguido de PTD2 18 mg/mL e
PTD3 8 mg/mL. Nassar et al. (2005) mostraram que do total de 24 leveduras
endofiticas isoladas de milho, 8 isolados apresentaram produgcédo de AIA na

presenca e na auséncia de triptofano.

4.3. Solubilizagao de fosfato

Do total de 28 isolados avaliados, 23 foram capazes de solubilizar fosfato
tricalcico em meio sdlido. Do total de isolados que solubilizaram, 15 apresentaram
baixo indice de solubilizacdo (IS) e 8 linhagens foram classificadas com médio IS.
Nenhum isolado de levedura apresentou IS alto. As linhagens de leveduras que tem
capacidade de solubilizagao de fosfato desenvolveram um halo translucido ao redor

das coldnias, como ilustrado na Figura 7.



30

Figura 7. Solubilizagdo de fosfato tricalcico com a formagao de halo translucido visivel ao redor das
colbénias de leveduras.

Fonte: Elaborado pela propria autora (2022).

Dentre as linhagens que apresentaram capacidade de solubilizar fosfato, 11
sao de origem do milho em consorcio com guandu (MGA), das quais 4 apresentaram
IS médio. O consércio de milho com adubo organico (MP) forneceu 6 linhagens
solubilizadoras, duas das quais com IS médio. Foram encontradas duas linhagens
solubilizadoras do tratamento de milho consorciado com crotalaria (MCA) e duas
linhagens do tratamento milho consorciado com guandu e crotalaria com adubo
organico (MGCP). Os tratamentos de milho com adubo orgénico (MA) e milho
crotalaria e adubo organico forneceram uma linhagem solubilizadora cada, sendo o

ultimo com IS médio (Figura 8).

A solubilizacdo de fosfato € uma das caracteristicas mais importantes dos
microrganismos empregados na biofertilizacdo, considerando que o fosfato insoluvel
presente no solo ndo pode ser utilizado pelas plantas (SHARMA et al.,, 2013;
MILLAN et al., 2020). Grande parte dos fertilizantes fosfatados soluveis usualmente
utilizados na agricultura séo imobilizados no solo, o que os tornam indisponiveis para
as plantas, causando deficiéncia de fosforo nas culturas. Para evitar esse problema
e poder suprir a planta do nutriente, sdo utilizadas grandes quantidades de
fertilizantes, ocasionando grande impacto ambiental e alto custo na produgéo vegetal
(SHARMA et al., 2013; MILLAN et al., 2020). Os microrganismos solubilizadores de
fosfatos no solo atuam no processo solubilizando o fésforo e tornando o nutriente
disponivel para as plantas. A solubilizagcdo ocorre principalmente pela produgao de
acidos organicos pelos microrganismos do solo (SHARMA et al., 2013).
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Figura 8. indice de solubilizagdo (IS) de fosfato observado pelas linhagens de leveduras isoladas. MA
(milho solteiro), MCA (milho + crotalaria), MGA (milho + guandu), MCGA (milho + crotalaria +
guandu), MP (milho + composto organico), MCP (milho + crotalaria + composto organico), MGP
(milho + guandu + composto organico), MCGP (milho + crotalaria + guandu + composto organico).
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Fonte: Elaborado pela prépria autora (2022).

Os isolados que apresentaram os maiores IS (IS médio) foram as linhagens
MGA9 (IS=3,8), MP18 (1S=2,63) e MGA14 (1S=2,3). Os isolados que apresentaram
0s menores valores de IS (IS baixo) foram MGA12 (1S=1,33), MP21 (I1S= 1,33),
MCA2 (1S=1,5) e MGA15 (IS=1,5). Diferengcas nos halos de solubilizacdo podem
ocorrer devido a propria linhagem de levedura, devido a estrutura quimica, massa
molar ou a velocidade de difusdo dos metabdlicos microbianos (acidos organicos) no
meio de cultura (BLANCO-VARGAS et al., 2020).

Blanco-Vargas et al. (2020) demonstraram que as bactérias Serratia sp. e
Pseudomonas sp. afetam diretamente a germinacdo de sementes e o crescimento
das plantas, contribuindo com a disponibilidade de nutrientes (fésforo) através da
producao de acidos organicos. Nutaratat et al. (2014) avaliaram varias espécies de
levedura, e apenas a levedura Torulaspora globosa (DMKU-RP31) conseguiu
solubilizar fosfato de calcio in vitro, apresentando IS de 1,22. No trabalho de Fu et al.
(2016), ao avaliarem isolados da superficie de folhas e rizosfera da planta Drosera
spatulata, encontraram 18 linhagens capazes de solubilizar fosfato dicalcico, 29
linhagens com capacidade de solubilizar o fosfato de calcio tribasico e 2 linhagens
(Saccharomyces cerevisiae e Torulaspora sp.) que solubilizaram o fosfato tricalcico

em meio Pikovskaya.
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4.4. Avaliagao do antagonismo das leveduras contra fungos fitopatogénicos
Os isolados de leveduras foram testados quanto ao seu potencial antagénico
aos fungos fitopatogénicos Fusarium verticillioides(Figura 9) e Geotrichum candidum
(Figura 10). Todas as linhagens de leveduras avaliadas exibiram acédo antagbnica
contra os fungos fitopatogénicos, promovendo a redugdo do desenvolvimento

micelial fungico se comparado ao controle.

Figura 9. Inibig&o in vitro do crescimento do fitopatdgeno F. verticillioides (FUS) pelas linhagens
isoladas de leveduras. Primeira foto da linha de cima a esquerda ilustra a placa controle. Demais
placas apresentam cultivo pareado com identificacao do numero (1 — MCA1; 2- MCA2; 10- MGA10;
20- MP20; 7- MCP7) e a repetigdo analisada.

Fonte: Elaborado pela propria autora (2022).
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Figura 10. Inibi¢ao in vitro do crescimento do fitopatégeno G. candidum (GEQ) pelas linhagens
isoladas de leveduras. Primeira foto da linha de cima a esquerda ilustra a placa controle. Demais
placas apresentam cultivo pareado com identificagdo do nimero da linhagem (2- MCA2; 5- MA5; 16-
MGA16; 25- MGCP25; 13- MGA13) e a repeticdo analisada.

Fonte: Elaborado pela prépria autora (2022).

Os microrganismos antagonistas podem agir devido a competicao por espaco
e nutriente, pela produgdo de toxinas, enzimas hidroliticas e compostos organicos
volateis, e parasitismo (FREIMOSER et al., 2019). Assim, testes adicionais sao
necessarios para saber qual desses mecanismos as leveduras apresentam e que lhe
possibilitam a atuacdo como antagonistas desses fitopatdgenos.

As leveduras sao interessantes para o emprego no controle biolégico porque
sao consideradas atdxicas, ou seja, a maioria nao apresenta risco a saude dos seres
humanos e animais. Por isso apresentam vantagem em comparagao as bactérias e
fungos filamentosos principalmente considerando seu emprego em produtos
consumidos in natura. Além disso, as leveduras sdao pouco exigentes quanto a
nutricdo, podem crescer em diversas fontes de carbono, podem colonizar ambientes
secos e sobreviver desta forma por um grande periodo, além de proporcionar altos
valores de biomassa em um pequeno espago de tempo (GASPERINI et al., 2011).

A maioria dos trabalhos sobre controle biolégico pelas leveduras esta

relacionada ao controle de fitopatdégenos de pds-colheita (principalmente em frutos)
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ou no controle de doencas foliares. Sdo escassos os trabalhos de levedura no
controle de fitopatogenos de solo (MOREIRA, 2019).

Varios organismos e ceélulas, tanto em humanos quanto em microrganismos,
sintetizam as moléculas chamadas de sideréforos, que se ligam ao ferro, elemento
essencial, para impedir que seus adversarios tenham acesso ao elemento. Essa
competicdo pelo ferro € empregada como um modo de agédo pelas leveduras de
biocontrole (SPADARO; DROBY, 2016). A secregdao de enzimas (quitinases,
glucanases ou proteases) que degradam os componentes celulares fungicos
também pode ser um mecanismo utilizado no controle dos fungos pelas leveduras
antagonistas (FREIMOSER et al., 2019).

O trabalho de Gore-Lloyd et al. (2019) demonstrou que com a privagao do
ferro do patogeno pela produgédo dos sideroforos, a atividade fungica é reduzida, e a
levedura Metschnikowia pulcherrima consegue exercer a ag¢ao antagbnica nos
fungos patogénicos. O mesmo trabalho porém evidencia que os mutantes que nao
possuem a capacidade de sintetizar o acido pulcherriminico (sideréforo) inibiram os
fungos filamentosos, mostrando que € ndo apenas a privagéo do ferro que garante a
acgao antifungica. Estudos envolvendo o biocontrole de leveduras e os quelantes de
ferro ainda precisam ser mais estudados (FREIMOSER et al., 2019).

A avaliagdo in vitro de 13 isolados de levedura que apresentaram altos
indices de AlA, e a capacidade antagbnica contra os fungos de arroz (Fusarium
moniliforme, Helminthosporium oryzae e Rhizoctonia solani), mostrou que apenas a
levedura T. globosa (DMKU-RP31) apresentou antagonismo contra os trés
fitopatdgenos, com isso, propuseram que a cepa pode ser usada de duas maneiras,
aumentando o crescimento da planta e como agente de biocontrole (NUTARATAT et
al.,, 2014). A levedura T. globosa (DMKU-RP31) mostrou capacidade de produzir
compostos volateis e efeito antagonista contra os fitopatdégenos testados em meio
solido, mas s&do necessarias outras caracteristicas indiretas para promover o
aumento do crescimento das plantas (NUTARATAT et al., 2014).

4.5. Analise de Componente Principal

Para a analise de componente principal (PCA), os resultados de AIA em YPD
e a acao antagonista das leveduras contra os fitopatdgenos foram desconsideradas
por apresentarem o mesmo resultado (sem variagdo) para todas as leveduras

isoladas. Foram consideradas entdo, a producdo de AIA em caldo BD e a
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solubilizacdo de fosfato, utilizando para isso, a analise multivariada que transforma
as variaveis originais em um novo grupo com a mesma dimensdo, que Sao 0s
componentes principais, que podem ou nao estar correlacionadas entre si
(HONGYU et al., 2015). O conjunto dos mecanismos para a analise de componente
principal gerou um grafico biplot (Figura11).

Os componentes F1 e F2 explicaram 100% da variabilidade total dos
resultados, mostrando um agrupamento com 20 isolados com os dois mecanismos e
8 isolados sem mecanismo ou com apenas um. O agrupamento com as leveduras
MCA1, MGA9, MGA14, MP18, MP22, MCP24 tem a mesma variavel resposta,
possuindo os dois mecanismos na maior escala, sendo AlA (3) e IS (2). A levedura
MGA16 tem os dois mecanismos, sendo AIA na escala intermediaria (2) e maior
para IS (2). O agrupamento com as leveduras MCA2, MGA11, MP17, MP19, MGA27
e MGA28 tém os dois mecanismos, na escala menor para IS (1) e maior para AIA
(3). O agrupamento com MGA10, MGA12, MGA13, MP20, MP21 e MGCP25, tém os
dois mecanismos, na escala menor para IS (1) e intermediaria para AIA (2), e a
levedura MA5 tem os dois mecanismos na menor escala AlA (1) e IS (1). As
leveduras que estdo isoladas representam aquelas que n&o possuem o0s
mecanismos ou apenas um, sendo AIA ou solubilizacdo (MA26 tem um mecanismo
AlA (3); MCP7 tem um mecanismo AlA (2); MP6 tem um mecanismo AlA (1); MGA3
tem um mecanismo IS (2); MGA15 e MGCP23 tem um mecanismo IS (1); MA4 e
MCAS8 nao tem os dois mecanismos). Considerando os resultados obtidos neste
trabalho, a Figura 11 apresenta um resumo geral com todos os dados a partir da
avaliacdo dos mecanismos de promocdo de crescimento vegetal. E possivel, nesta
etapa, destacar 6 linhagens, que apresentam os melhores resultados: MCA1, MGAS9,
MGA14, MP18, MP22 e MCP24. Essas linhagens apresentaram alta producao de
AIA e médio IS.



Figura 11. Analise de Componente Principal das leveduras isoladas e os mecanismos de promocéao de crescimento vegetal, indicado nos vetores, onde os
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4.6. Caracterizacao e selegdo dos isolados de leveduras com potencial para
promocgao de crescimento vegetal

A escolha das linhagens para a continuagdo do trabalho foi baseada na
caracterizagao fenotipica das leveduras, com avaliagcdo da colénia em meio sélido
YPD, do formato das células em microscopio, além da curva de crescimento em
meio de cultura YPD e em melaco de cana-de-agucar.

O emprego de subprodutos da industria como meio de cultivo microbiano é
uma alternativa interessante para substituir meios de cultura sintéticos, que podem
ser caros e, por isso, tornar inviavel o cultivo do microrganismo em larga escala
(BRINGHENTI et al., 2007). O melago de cana-de-agucar, um subproduto da
agroindustria canavieira, apresenta baixo custo para emprego como meio de cultivo
para microrganismos, € pode ser uma alternativa para a producédo de moléculas
microbianas de interesse. Por isso, foi utilizado como parametro de selegdo das
linhagens a capacidade destas em se desenvolver em meio de melago, comparado
ao desenvolvimento em meio YPD.

A partir dos resultados obtidos nessas anadlises, foi possivel agrupar as
linhagens de leveduras que apresentavam semelhancgas fenotipicas. No grupo 1, as
linhagens de leveduras MGA9, MGA11, MGA14, MGA16, MP17, MP18, MP20,
MP21 e MCP22 apresentam semelhanga na forma da colénia, formato e tamanho de
célula, além do perfil de crescimento. As linhagens que apresentaram os melhores
resultados para os dois mecanismos de promocao de crescimento (AIA e
solubilizagdo), e foram isoladas de diferentes tratamentos de solo foram
selecionadas (MGA9, MP18 e MCP22).

O grupo 2 apresenta as linhagens de leveduras que nao se enquadraram no
grupo 1 (MA5, MGA12, MP19, MCP24, MGCP25). Todas se assemelham apenas
pelo fato de apresentarem os dois mecanismos (producéo de AIA e solubilizagéo de
P). A linhagem MP19 néao foi selecionada para continuar os testes, pois apesar do
tipo de crescimento ser diferente das demais, tem uma fase lag muito longa. A
linhagem MCA1, que se destacou nos testes iniciais, ndo foi analisada
fenotipicamente pois ndo permaneceu viavel apds armazenamento nas condi¢des
propostas (em YPD e geladeira).

Ao final do processo de selecdo, foram selecionadas sete linhagens para
serem avaliadas nos testes futuros, sendo elas MGA9, MP18, MCP22, MAS5,
MGA12, MCP24 e MGCP25 (Figura 12).
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Figura 12. Caracterizagéo fenotipica das linhagens de leveduras selecionadas com potencial para
promocéao de crescimento vegetal. Aspecto da coldnia, morfologia das células em aumento de 400x
em microscopio optico, e curvas de crescimento em meio YPD e melago.
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As linhagens selecionadas foram avaliadas por meio do sequenciamento do

dominio D1/D2 do gene 26S do rDNA, para identificagéo das espécies. O resultado

do alinhamento das sequencias obtidas com as do banco de genes do NCBI,

indicaram as espécies mais provaveis para cada linhagem (Tabela 1).

Tabela 1. Identificagdo das linhagens de leveduras selecionadas pelo sequenciamento do dominio
D1/D2 do gene 26S do rDNA.

Tamanho

. Espécie com maior do T Acesso

Linhagem similaridade fragmento Similaridade (GenBank)
_ (pb)
MA5 Aureobasidium 910 99% MH875142.1
melanogenum
MGA9 Torulaspora delbrueckii 928 98% HE660065.1
MGA12 Ca_nd/da . 2449 99% MK394147.1
pseudointermedia

MP18 Torulaspora globosa 914 99% KY109864.1
MCP22 Torulaspora delbrueckii 929 98% HE660065.1
MCP24 Trichosporon asabhii 646 99% FJ463646.1
MGCP25 Cryptococcus laurentii 627 99% AM931019.1




39

5. Conclusbes

Foram isoladas 28 linhagens de leveduras das amostras de solo sob cultivo
de milho nos diferentes tratamentos (consorciado ou n&o, adubado com composto
organico ou ndo). No geral, 39% das leveduras isoladas sdo do tratamento MGA,
seguido pelo tratamento MP com 21%, os tratamentos MA, MCA e MCP com 11%
em cada, e por ultimo o tratamento MGCP com apenas 7% dos isolados. Do total de
leveduras isoladas, 23 linhagens (82%) apresentaram resultados positivos para os
trés mecanismos de promog¢ao de crescimento vegetal testados.

As linhagens selecionadas apds os testes iniciais e a caracterizagao
fenotipica, foram as linhagens MGAS9 (Torulaspora delbrueckii), MP18 (Torulaspora
globosa), MCP22 (Torulaspora delbrueckii), MAS (Aureobasidium melanogenum),
MGA12 (Candida pseudointermedia), MCP24 (Trichosporon asahii) e MGCP25
(Cryptococcus laurentii).

Os efeitos combinados dos mecanismos de promogao, seja de agao direta,
como a solubilizagado de fosfato e a producdo de AlA, e de agao indireta, como o
controle de fitopatégenos, sdo convenientes para favorecer o crescimento da planta.
Esses efeitos combinados nas linhagens de leveduras podem favorecer o aumento

da produtividade da cultura e proporcionar maior economia para os agricultores.
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CAPITULO 2. Avaliagido das leveduras selecionadas quanto a produgdo de AIA
e solubilizagao de fosfato in vitro

1. Resumo

Microrganismos promotores de crescimento vegetal apresentam diferentes
mecanismos que beneficiam as plantas, dentre eles, a producédo de acido
indolacético (AIA), molécula similar ao fitorménio de crescimento auxina e a
solubilizacdo de fosfatos, importante para a disponibilizagdo do nutriente para as
plantas, promovendo incremento a nutricdo vegetal. Considerando o exposto, o
objetivo desse trabalho foi avaliar linhagens de leveduras isoladas de solo quanto a
producao de AIA e solubilizagao de fosfato tricalcico in vitro. A quantificacdo da
producao de AlA foi avaliada em meio de cultura caldo de batata (BD) e em meio de
melago clarificado (20 g/L de ART), complementado ou ndo com triptofano, pela
metodologia colorimétrica com reagente de Salkowsky. Para a determinagdao da
solubilizagdo de fosfato foram utilizados o meio de cultura NBRIP e meio de melago
clarificado (20 g/L de ART), e a quantificacdo do fosforo soluvel pela metodologia
colorimétrica do azul de molibdénio. Os resultados obtidos mostraram a produgao de
AlA pelas leveduras utilizando os dois meios testados (BD e melago). As linhagens
MCP22 (milho + crotalaria + composto) e MGA9 (milho + guandu), ambas T.
delbrueckii, se destacaram quanto a produtividade de AIA em meio BD, com o pico
de producgao obtido em 24 horas de cultivo. Os melhores resultados de produtividade
em melago também s&o com essas duas linhagens, com pico de producdo apos 24
horas para MCP22, e 48 horas para MGA9. Os ensaios de solubilizagdo mostraram
que para todas as linhagens avaliadas, o meio de cultura NBRIP ofereceu as
melhores condigdes para a solubilizacdo do fosfato tricalcico do que o melaco,
excecao para a linhagem MA5 que nao solubilizou o fésforo nas condi¢des testadas.
E possivel concluir que dentre as linhagens de leveduras avaliadas, as linhagens da
especies T. delbrueckii se destacam para ambos os mecanismos testados, e
apresentam significativo potencial para o emprego em produtos biolégicos para
emprego na agricultura. O melago como meio de cultura acessivel de baixo custo é
viavel apenas para a produgdao de AIA, pois apresenta fésforo soluvel em sua

composi¢ao, causando interferéncia na solubilizacdo de fosfato pelas leveduras.

2. Introdugao
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Os horménios vegetais ou fitorménios sdo reguladores naturais de
crescimento vegetal, essenciais nas fungdes de diferenciagdo do xilema e floema e
estdo presentes nos processos fisiologicos. Dentre as classes de fitormbnios
encontram-se as auxinas, citocininas, giberelinas, etileno e acido abscisico (TAIZ;
ZEIGER, 2004).

Auxina é um grupo de compostos que contém um anel indol produzido pelas
plantas, conhecido pela estimulagdo de respostas rapidas e pela regulacédo de
processos fisiolégicos e do desenvolvimento da planta (CLELAND, 1990), como no
alongamento e na divisao celular. O acido indolacético (AlA) é uma das substancias
mais importantes pertencentes ao grupo das auxinas, pois atua no crescimento das
raizes e do caule através do alongamento das células nos meristemas, dependendo
da concentragao desse hormdnio na planta (TAIZ; ZEIGER, 2004).

O AIA atua nas plantas de diversas maneiras como na divisdo, alongamento e
diferenciagao celular, respostas gravitacionais, e na regulagcédo das folhas (TEALE et
al., 2006). Dentre os microrganismos que sdo capazes de produzir AIA encontram-
se algumas espécies de leveduras como Saccharomyces uvarum (SHIN et al.,
1991), Cyberlindnera (Williopsis) saturnus (NASSAR et al., 2005), Scheffersomyces
(Pichia) spartinae (RAO et al., 2010), Meyerozyma quilliermondii (LIMTONG,;
KOOWADJANAKUL, 2012), apontando que essa caracteristica € comum entre as
diferentes espécies de leveduras. Apesar da biossintese de AIA nao ter sido
totalmente esclarecida, o mecanismo de biossintese de AIA em leveduras vem
sendo estudado, e foram propostas duas principais vias (HERNANDEZ-
FERNANDEZ et al., 2021), a principal via que utiliza como precursor o triptofano e a
via independente do triptofano para a biossintese de AIA (SPAEPEN et al., 2007).

O fosforo € um dos macronutrientes essenciais utilizados pelas plantas
aplicados no solo através dos fertilizantes quimicos (KHAN et al., 2014), mas sao
imobilizados rapidamente em formas insoluveis adsorvidos a 6xidos de ferro ou
aluminio, e em formas precipitadas na solugcdo do solo, onde podem ser
complexadas a ions de aluminio, calcio ou ferro (NOVAIS; SMITH, 1999). As plantas
nao conseguem absorver de forma eficiente, o que resulta em maiores aplicagbes
desses fertilizantes no solo para suprir a necessidade da planta. No entanto, as
aplicagdes em excesso podem levar a erosdo do solo e 0 escoamento da agua,

ocasionando poluigdo ambiental e alto custo de producéo (KHAN et al., 2014).
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Os microrganismos do solo estdo envolvidos em varios ciclos de nutrientes,
especialmente no ciclo do fésforo no solo, onde podem atuar na liberacédo de P tanto
dos reservatorios inorganicos como dos reservatorios organicos, por meio da
solubilizacdo e mineralizagdo (MUNDRA et al., 2011). A solubilizacdo de fosfato
ocorre principalmente através dos microrganismos que sintetizam e liberam acidos
carboxilicos, diminuindo o pH (XIAO et al., 2013).

Entre os microrganismos que estdo presentes no solo, as leveduras vém se
destacando por serem capazes de solubilizar os fosfatos inorgénicos (MUNDRA et
al., 2011; XIAO et al., 2013; NUTARATAT et al., 2014; FU et al., 2016), e um dos
principais mecanismos utilizados in vitro pelas leveduras é a produgédo de acidos
organicos (XIAO et al., 2013), mas podem ser influenciados pelo pH, temperatura e
presenca de oxigénio (MUNDRA et al., 2011; XIAO et al., 2013). Em vista disso,
mais estudos sao necessarios para avaliar as espécies de leveduras que sao
capazes de solubilizar fosfatos e os mecanismos que estdo associados, assim como
os fatores que podem afetar a capacidade de solubilizacdo. Testes em solo devem
ser realizados para o melhor entendimento dessa capacidade a fim de desenvolver
produtos biotecnoldogicos que auxiliem a diminuicdo do impacto ambiental, menor
custo, além de tornar a agricultura mais sustentavel. Com isso, o objetivo desse
trabalho foi avaliar as leveduras selecionadas quanto a producdo de acido

indolacético e solubilizagao de fosfato tricalcico em diferentes meios de cultura.

3. Materiais e Métodos

3.1. Linhagens de leveduras avaliadas

As linhagens selecionadas para os testes de produg¢ao de AIA e solubilizagado
de fosfato em meio liquido foram a MGA9 (Torulaspora delbrueckii), MP18
(Torulaspora globosa), MCP22 (Torulaspora delbrueckii), MAS5 (Aureobasidium
melanogenum), MGA12 (Candida pseudointermedia), MCP24 (Trichosporon asahii)
e MGCP25 (Cryptococcus laurentii).

As leveduras foram mantidas em tubo de ensaio, em meio de cultura YPD
inclinado cobertas com 6leo mineral, e armazenadas em geladeira (4°C), até o inicio

dos testes.

3.2 Producgao de acido indolacético (AlA) em meios liquidos
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3.2.1 Preparo do in6culo

Para o preparo do in6culo de levedura, estas foram repicadas em placas de
Petri com meio YPD sdlido e incubadas a 30°C até o desenvolvimento das colénias.
Apds o crescimento, foi retirada uma algada das colbnias e transferida para
Erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL de meio liquido YPD, mantidos sob
agitacédo de 160 rpm, a 30°C por 48 horas. Apds esse tempo, o conteudo dos frascos
foi centrifugado em tubos falcons a 3000 rpm por 5 minutos, em seguida, o
sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em solugcado salina (NaCl
0,85%). Foi realizada a contagem de células e viabilidade celular (ap6s coloragéo
das células com solucdo de azul de metileno — citrato de sodio) em microscopio

optico em camara de Neubauer.

3.2.2 Avaliacao da producgao de AIA

Para a avaliacdo da producgéo de AlA, foi realizado cultivo das linhagens de
levedura em meio de cultura caldo batata (BD) contendo 20 g/L de glicose e meio de
melago clarificado a 20 g/L de ART, com a adi¢gao ou nao de triptofano (0,01%) no
meio, utilizando a metodologia modificada de diMenna (1957). As leveduras testadas
foram selecionadas a partir de sua capacidade de crescer no meio de melago
(Capitulo 1).

As leveduras foram cultivadas em frascos Erlenmeyers de 125 mL com 50 mL
de meio de caldo de batata ou melago a 20 g/L de ART estéreis, com adigdo ou néo
de triptofano. Os frascos foram inoculados com 1 mL da suspensao de células de
1x10” células mL™, a fim de obter a concentragao celular inicial de 2x10° células mL
', Os frascos foram mantidos em incubadora com agitagdo a 30°C, 160 rpm por 48
horas, com retirada de 2 mL de amostras para analise a cada 12 horas.

Foi realizada a avaliagdo da turbidez da amostra para determinar o
crescimento celular em espectrofotometro (600 nm). Em seguida a amostra foi
centrifugada por 3 minutos a 3000 rpm, e 0,5 mL do sobrenadamente foi transferido
para microtubo com a adi¢ao de 0,5 mL do reagente Salkowski (GORDON; WEBER,
1951). Os microtubos foram gentilmente agitados para a mistura dos reagentes e
incubados a temperatura ambiente, em local escuro, por 30 minutos. Apds esse
periodo, foi observado se houve desenvolvimento de coloragédo rosa, indicativo da
presenca de AIA no meio. A intensidade da cor foi determinada por analise em

espectrofotometro (530 nm). Para a quantificagado da concentragdo de AIA no meio,
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foi confeccionada uma curva padrao, com solugcdes de concentracdes conhecidas de
AlA como descrito abaixo. A partir dos dados obtidos de producido de AlA, foi
realizado o calculo de produtividade (ug/mL/h), através da relagdo de concentragao
produzida pelo tempo necessario para alcangar esse resultado. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado com trés repeticbes para cada

tratamento, e a analise estatistica foi feita utilizando o software Statistica v.7.

3.2.3 Curva de calibragao para quantificagao de AIA

Primeiramente foi preparada uma solugcdo estoque na concentracédo de 1000
pug/mL de acido indolacético em baldo volumétrico de 100 mL com agua destilada.
Em seguida, foram adicionados 10 mL da solugao estoque em um baldo volumétrico
de 50 mL, completado e homogeneizado com agua destilada (concentracdo de 200
pg/mL), e a partir dessa solugdo foram preparadas 10 diluigdes com concentragdes:
0, 5, 8, 10, 15, 20, 25, 30, 40 e 50 pg/mL de AlA. Os dados de absorbancia foram
analisados em grafico de dispersao (X, Y) utilizando o software Microsoft Office

Excel, obtendo-se a equacéao da reta e R? por meio de regressao linear (Figura 1).

Figura 1. A) Curva padrdo com a equagao para a quantificagdo da produgéo de AlA. B) Coloragao
rosa indica a presencga de AlA no meio, apos a reagdo com reagente de Salkowski; quanto mais
intensa a cor, maior a concentragao de AlA na solugao.

y = 0,038x - 0,0099
R? = 0,9986

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
AIA (ug/mL)

Fonte: Elaborado pela propria autora (2022).

3.3 Solubilizagao de fosfato tricalcico em meios liquidos

3.3.1. Avaliagao da solubilizagao de fosfato tricalcico
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Para quantificacdo da solubilizacdo de fosfato tricalcico pelas leveduras
selecionadas foi realizado experimento em meio de cultura liquido NBRIP ou melago
diluido a 10 g/L de ART, complementados ou ndo com fosfato tricalcico (5 g de
Ca3(PO4)2 por litro) como fonte de fosfato insoluvel, e o pH foi ajustado com NaOH
12N. Para avaliagdo da solubilizagdo relativa a atividade da levedura, foram
utilizados frascos com e sem a inoculagéo das linhagens, segundo os tratamentos:
T1: levedura + meio + fosfato, T2: meio + fosfato, e T3: meio + levedura.

Foram utilizados frascos Erlenmeyers de 125 mL, com 50 mL do meio
testado. Os frascos inoculados com levedura receberam 1 mL de uma suspenséao de
1x10” células mL™, a fim de obter a concentracéo celular inicial 2x10° células mL™". O
in6culo utilizado foi preparado seguindo a mesma metodologia descrita no item
3.2.1. Os frascos foram incubados por 72 horas a 30°C, 160 rpm, com retirada de 2
mL de amostras para analise no tempo inicial e apos 12, 24, 48 e 72 horas.

A determinacéo do crescimento celular foi realizada por meio da avaliacdo da
densidade 6ptica em espectrofotdbmetro (600 nm).

A concentracao de fosfato soluvel no meio de cultura foi realizada de acordo
com a metodologia utilizada por Colzani et al. (2017) através do método
colorimétrico do azul de molibdénio. Foram preparadas as solugdes: A) 15 mL de
acido sulfurico concentrado em um baldo de 100 mL de agua deionizada, B) 0,3 g de
tartarato de antiménio e potassio em baldo com 100 mL de agua deionizada, C) 1,2
g de molibdato de aménio em baldo com 100 mL de agua deionizada e D) 1,76 g de
acido ascorbico em baldo de 100 mL de agua deionizada. A partir das solugdes foi
preparado um reagente misto, nas seguintes propor¢des e sequéncia: 5 mL da
solugdo A + 1 mL da solugédo B + 5 mL da solugado C + 5 mL da solugao D.

A amostra a ser analisada foi centrifugada por 3 minutos a 3000 rpm, e 200
ML do sobrenadante foram transferidos para cada po¢o de uma microplaca de 96
pocos. Em seguida, foram adicionados 50 uL do reagente misto em cada pogo. As
microplacas foram colocadas na leitora de microplacas Tecan Infinite®M200 com a
leitura no comprimento de onda a 650 nm, apds 15 minutos de reacdo. Para a
quantificacdo da concentracao de fosforo soluvel no meio, foi confeccionada a curva
padrao com concentragdes conhecidas de fésforo soluvel, como descrito no item
3.3.2.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com trés

repeticoes para cada tratamento, e a analise estatistica foi feita utilizando o software
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Statistica v.7. Foi realizado o calculo da concentracao liquida de fésforo soluvel no
meio de cultivo. Para tanto, os dados obtidos do tratamento com adicdo de fosfato
insoluvel e sem adigdo de levedura foram subtraidos dos valores obtidos dos
tratamentos com fosfato insoluvel com adi¢cao da levedura. Desta forma foi possivel

obter os valores de fosforo solubilizados devido a atividade da levedura no meio.

3.3.2. Construgao da curva de calibragao de fésforo

Para a preparacdo da curva padrao, foi preparada uma solucdo estoque de
KH,PO4 na concentracdo de 50 mg/L de fésforo (P), ou seja, 220 mg de KH,PO,
diluido em 1 litro de agua deionizada. Para o preparo das solugdes foi feita uma
solugéo de trabalho na concentragao de 2,5 mg/L de P (5 mL da solugéo estoque de
KH,PO4s em 100 mL de agua deionizada). As solu¢des padroes foram preparadas
nas concentragdes de 500, 1500, 1750 e 2500 ug/L de P. Para a realizagdo da
analise foram adicionados 200 uL de cada solugéo em trés pogos da microplaca, em
seguida, foram adicionados 50 pL do reagente misto em cada pog¢o. As microplacas
foram colocadas na leitora de microplacas Tecan Infinite®M200 sendo realizadas as
leituras de absorbancia em 650 nm. Os dados de absorbancia foram analisados em
grafico de disperséao (X, Y) utilizando o softwareMicrosoft Office Excel, obtendo-se a

equacao da reta e R? por meio de regressao linear (Figura 2).

Figura 2. A) Curva padrao com a equagao para a quantificagdo da solubilizagédo de fosfato. B)
Coloragéo azul indica a presenga de fosforo sollvel no meio, apds a reagao com reagente misto;
quanto mais intensa a cor, maior a concentragéo de fosforo solivel no meio.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora (2022).

4. Resultados e Discussao
4.1. Quantificacao da producgao de acido indolacético (AlA) em meios liquidos
As linhagens que se destacaram na produgao de AIA foram MG9 e MCP22,

ambas identificadas como da espécie Torulaspora delbrueckii. Na auséncia de
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triptofano, as linhagens produziram AIA em meio BD; a linhagem MG9 alcangou 25
pg/mL de AIA apos 24 horas de incubacgéo, e a linhagem MCP22 produziu 18,4
Mg/mL apds 48 horas de incubagao. Na presenca de triptofano, porém, a quantidade
de AIA produzida aumentou drasticamente, chegando a 390,3 pg/mL pela linhagem
MGAO9, e 371,8 pg/mL pela linhagem MCP22, ambas alcangando o pico de produgao
apos 48 horas de incubagdo. No meio de melago, as linhagens nao apresentaram
producao significativa de AlA na auséncia de triptofano; na presenca do aminoacido,
porém, a producao alcangou o pico de 357,8 ug/mL para a linhagem MG9, e 339
pg/mL para a linhagem MCP22, apds 48 horas de incubacgao (Figuras 3 e 4).
Resultados similares podem ser observados no desempenho da linhagem
MP18, identificada como sendo da espécie Torulaspora globosa. Na auséncia de
triptofano, no meio BD, a linhagem foi capaz de produzir 18,1 ug/mL de AIA, em 48
horas. Com triptofano, porém, a produgao alcangou a concentragao de 378,6 pg/mL
de AIA no mesmo periodo de incubagcdo. No meio de melaco na auséncia de
triptofano, houve producdo de apenas 3,8 pg/mL apdés 36 horas de incubacéo.
Melago complementado com triptofano, por sua vez, proporcionou pico de produgao

em 48 horas de 350 ug/mL de AIA pela linhagem (Figura 5).
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Figura 3. Produgao de AlA e crescimento celular da linhagem MG9 (T. delbrueckii) em meio

BD e melago, na presenga e auséncia de triptofano.

Fonte: Elaborado pela propria autora (2022).
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Figura 4. Producéo de AlA e crescimento celular da linhagem MCP22 (T. delbrueckii) em meio BD e
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Figura 5. Producao de AIA e crescimento celular da linhagem MP18 (T. globosa) em meio BD e
melago, na presenga e auséncia de triptofano.
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Fonte: Elaborado pela propria autora (2022).

Para as trés linhagens, a adigdo de triptofano no meio causou um prejuizo
significativo no crescimento celular. A presenca do AlA pode exercer tantos efeitos
estimuladores como inibitérios sobre o crescimento da levedura (LIU et al., 2016).
Nos estudos de Sun et al. (2014), as concentragdes baixas de AIA exdgeno
(sintético) ndo influenciaram e ndo promoveram o crescimento da levedura, mas

quando foram adicionadas concentragdes altas de AIA exdgeno, o crescimento da
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levedura foi reduzido drasticamente. Em processos biotecnoldgicos, a composigao
do meio é fundamental devido a concentragcado do produto e do custo de produgéo. A
composi¢cao do meio inclui fontes de carbono, nitrogénio, fatores de crescimento e
triptofano, ao mesmo tempo que o pH e a temperatura sao fatores que também
podem afetar a produgéo de AlA pelos microrganismos (SKOOG, 2010).

As plantas tém diversas vias para a biossintese de AlA, dentre as principais,
estdo as vias dependentes e independentes de triptofano (MUJAHID et al., 2011). A
transformacao do triptofano em AIA pode ocorrer por diversas rotas, dentre elas a
rota do acido indolpiruvico, que € a mais utilizada pelas plantas, rota da triptamina e
a rota da indolacetaldoxima, utilizada pela familia Brassicaceae (AZCON-BIETO,
2008). As rotas alternativas dependem da presenca dos compostos enddégenos
sendo utilizados como intermediarios, assim como sua capacidade em produzir
respostas quando empregados nas plantas, na formacéo de AlIA e na determinagao
das atividades enzimaticas que estdo relacionadas as reacdes de cada rota
(AZCON-BIETO, 2008).

Nos estudos de Nassar et al. (2005), os 24 isolados de leveduras apenas
produziram AIA no meio em que foi adicionado triptofano. De acordo com Nakayan
et al. (2013), apenas as leveduras M. guilliermondii, Rh. mucilaginosa e M. caribbica,
apresentaram concentracao baixa de AIA na auséncia de triptofano. No estudo das
rotas biossintéticas da producao de AlA pela espécie de levedura Rhodosporidium
paludigenum, Nutaratat et al. (2016) verificaram a produg¢do de AlA na presencga de
triptofano, utilizando como rota alternativa (intermediaria) o acido indolpiruvico Essa
rota alternativa também foi evidenciada nos estudos de Rao et al. (2010) pelas
linhagens de Saccharomyces cerevisiae.

A linhagem MGA12 identificada como sendo da espécie Candida
pseudointermedia, também apresentou alta producao de AIA se comparada as
outras linhagens avaliadas. Na auséncia de triptofano, porém, a producdo de AlA é
baixa, com maximo observado no meio de melago apds 36 horas de incubacao (7,7
pMg/mL). O meio de melago para esta linhagem proporcionou melhor condigao para a
producao de AlA (199,9 ug/mL em 24 horas de incubagdo), enquanto para o meio
BD a linhagem ndo mostrou 0 mesmo desempenho, com maximo de 73,8 pg/mL

também apds 24 horas de incubagédo, ambos na presenga de triptofano (Figura 6).
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Figura 6. Producgéo de AlA e crescimento celular da linhagem MGA12 (Candida pseudointermedia)
em meio BD e melago, na presenga e auséncia de triptofano.
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Sabe-se que o0s microrganismos possuem capacidade de produzir AlA e

também podem degrada-lo (SCOTT et al., 2013) como uma forma de sobrevivéncia

devido a acidificacdo do citoplasma, que ocorre através do aumento excessivo das

concentragdes de AIA que se tornam téxicas as células e aos vegetais (TROMAS;
PERROT-RECHENMANN, 2010).

As demais linhagens, MAS5 (Aureobasidium melanogenum), MCP24

(Trichosporon asahii) e MGCP25 (Cryptococcus laurentii) apresentaram produgéo de
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AlA significativamente inferior as linhagens anteriormente descritas, nas condi¢cdes
avaliadas. Apesar disso, as producdes observadas ndo sado despreziveis,
considerando que altas concentragbes de AIA podem ser prejudiciais ao
desenvolvimento vegetal, por exercer efeito inibitério nos processos fisioldgicos da
planta e levando a inibicdo da germinagcdo de sementes (SINDHU; SEHRAWAT,
2017) e ao crescimento da planta, devido a alta producdo de etileno e de acido
abscisico (ABA), causando anormalidades no crescimento do vegetal e senescéncia
(GROSSMANN, 2010).

A linhagem MAS apresentou produgdo muito baixa de AIA na auséncia de
triptofano, sendo que o maximo alcangado ndo ultrapassou 5 uyg/mL em meio BD,
apo6s 48 horas de incubacdo. Na presenca de triptofano, porém, no mesmo meio e
tempo de incubacao, a linhagem alcangcou 110,1 ug/mL de AIA. Em melago com
triptofano, no mesmo periodo, a linhagem produziu 77,2 pg/mL (Figura 7).

Para as linhagens MCP24 e MGCP25 o meio de melago na presenga de
triptofano superou a produgdo do meio BD, também com adicdo do aminoacido
(Figura 8 € 9).

Quanto a produtividade de AIA (ug/mL/h), dentre as linhagens de leveduras
avaliadas a MCP22 (T. delbrueckii) foi a que se destacou, com produtividade
superior a todas as outras linhagens avaliadas, apenas nao diferindo de MGA9
(também identificada como T. delbrueckii). Nos dois casos, o pico de produgao foi
obtido em 24 horas de cultivo no meio de cultura BD. Os melhores resultados de
produtividade obtidos em melago também s&o com essas duas linhagens de T.
delbrueckii, com pico de produgao apdés 24 horas para MCP22 e 48 horas para
MGAO9 (Figura 10).
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Figura 7. Producgéo de AIA e crescimento celular da linhagem MAS (Aureobasidium melanogenum)

em meio BD e melago, na presenga e auséncia de triptofano.

Fonte: Elaborado pela propria autora (2022).
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Figura 8. Producao de AIA e crescimento celular da linhagem MCP24 (Trichosporon asahii) em meio
BD e melago, na presencga e auséncia de triptofano.
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Figura 9. Producgéo de AlA e crescimento celular da linhagem MGCP25 (Cryptococcus laurentii) em

meio BD e melago, na presencga e auséncia de triptofano.
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Figura 10. Produtividade de AIA observada nas linhagens de levedura testadas. *Letras diferentes
indicam diferenca significativa entre os tratamentos, ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de

Tukey.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora (2022).

A adicao de triptofano causou prejuizo significativo ao crescimento celular em
ambos os meios de cultura para todas as linhagens avaliadas, exceto para a
linhagem MGCP25, na qual a adigdo ndo resultou em alteragées no crescimento
celular. A presengca do aminoacido, porém, promoveu aumento significativo na
producao de AIA em todas as condi¢cdes testadas, para os dois meios de cultura e
para todas as linhagens (Tabela 1). O aumento da concentragdo de AIA no meio
pode causar prejuizo para o crescimento celular devido a diminuigdo do valor de pH,
causada pela producdo de acidos organicos e/ou liberacdo de ions H™; visto que o
acumulo de AlA é diretamente proporcional a queda do pH (SUN et al., 2014).
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Tabela 1. Relagdo do efeito dos tratamentos sobre o crescimento e produtividade de AIA pelas
linhagens de leveduras avaliadas

Crescimento .
linhagerr celular (DO) Produtividade de AlA (ug/mL/h)

meio' triptofano meio' triptofano BD** Tmax® Melago** Tmax

MGA9  sds* sem BD com 10,22%® 24 h 9,28° 48 h
MGA12 BD sem Melacgo com 3,07°¢ 24 h 8,33b 24 h
MP18  sds sem sds* com 8,41° 36h 8,89° 24 h
MCP22 melaco sem BD com 12,228 24 h 9,77b 24 h
MA5 BD sem BD com 2,29°9  48h 1,6% 48 h
MCP24 BD sem Melaco com 0,26° 36h 2,154 24 h

MGCP25 melaco sds* Melaco com 0,137 48h 0,71¢ 24 h

"meio de cultura que apresentou resultado significativamente superior para a variavel analisada

*sds — sem diferencga significativa entre os meios de cultura testados

2tempo (horas) em a linhagem de levedura alcangou maior produtividade de AlA

**Letras diferentes indicam diferenga significativa entre as linhagens (na coluna), ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey

O triptofano € precursor da producdo de AIA para a maioria dos
microrganismos, mas nem todos os microrganismos conseguem biossintetizar o
triptofano, que pode nao estar disponivel ou na concentracdo adequada para
sintetizar o AIA (LIU et al., 2016). Esse aminoacido possui estrutura complexa de
anel duplo, o que gera maior custo energético para o microrganismo devido a alta
demanda de energia para a sua sintese (BARLON et al., 2010).

Poucos estudos investigaram a via biossintética de AIA em leveduras (RAO et
al., 2010; NUTARATAT et al., 2016), sendo que a principal via reportada para a
biossintese de AIA é a via do acido indol-3-pirdvico, baseada nos estudos com as
leveduras S. cerevisiae (RAO et al., 2010) e R. fluvialis (BUNSANGIAM et al., 2019).
Para isso, o triptofano & convertido em acido piruvico através da atividade da
aminotransferase, em seguida é carboxilado a indol-3-acetaldeido (AlAld) por meio
da atividade da indol-3-piruvato descarboxilse e por fim, o AlAld é oxidado em AIA
(HERNANDEZ-FERNANDEZ et al., 2021). Além disso, o &cido indol-3-pirtvico
também pode ser convertido em AIA pela atividade do indol-3-piruvato
monooxigenase de forma direta (BUNSANGIAM et al., 2019). A via de biossintese
para a producdo de AIA depende de varios fatores tais como a cepa utilizada,
composicdo do meio e a concentracdo do precursor AIA (HERNANDEZ-
FERNANDEZ et al., 2021).

Limtong e Koowadjanakul (2012), ao cultivarem em meio de cultura YPD
suplementado com triptofano o isolado de M. guilliermondii (LM120) apd6s 7 dias de

cultivo, verificaram a produgdo de 68,1 pg/mL de AIA. Resultados semelhantes
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foram encontrados com o isolado de T. globosa (linhagem 5S55) que também
apresentou alta produgéo de AlA, 377,9 pg/mL (OLIVEIRA, 2016). A partir disso fica
evidenciado que a capacidade da maioria dos isolados de levedura do solo para a
producao de AlA suplementado com triptofano € significativamente maior do que a
maioria das cepas encontradas na literatura (NASSAR et al., 2005; XIN et al., 2009;
LIMTONG; KOOWADJANAKUL, 2012; NUTARATAT, 2014).

Os estudos de Nutaratat et al. (2016) em que foram analisadas as rotas
biossintéticas de producédo de AIA, mostraram que a levedura isolada
Rhodosporidium paludigenum (DMKU-RP301) utiliza uma via dependente de
triptofano, sendo a rota intermediaria o acido indolpiravico. Assim como no trabalho
de Rao et al. (2010), também foi encontrada uma via dependente de triptofano,
sendo a rota intermediaria o acido indolpiruvico em linhagens de leveduras S.
cerevisiae. Nassar et al. (2005) avaliaram a produgao de AIA em 24 isolados de
leveduras, os quais apresentaram resultados de producdo de AlA apenas quando o
triptofano foi adicionado no meio de cultivo.

A técnica colorimétrica com reagente de Salkowski € considerada o teste
inicial para a avaliacdo da producdo de compostos inddlicos, muito utilizado para
selecionar as linhagens microbianas por ser considerado um método rapido e
barato. Para confirmar a producdo de AlA é necessario que seja realizada a analise
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC) ou pela cromatografia
gasosa acoplada a espectrofotometria de massa (CG-EM) (LIU et al., 2016).

No trabalho de Oliveira (2016), dois isolados de T. asahii (3S44 e 4C06) nao
apresentaram producgao liquida de AIA em meio de cultura de caldo de batata,
suplementado ou ndo com triptofano, e duas linhagens de T. globosa (5S51 e 5S55)
apresentaram producao liquida média de AIA apenas na presenga de triptofano,
sendo de 219,7 e 377,9 ug/mL, respectivamente. No estudo de Nutaratat et al.
(2014), a linhagem de T. globosa apresentou producao de 4,9 pg/mL no cultivo em
meio YPD complementado com triptofano.

A levedura T. asahii isolada da rizosfera de beterraba em cultivo em meio
YPD complementado com triptofano produziu 31,7 pg/mL (EL-TARABILY, 2004). De
acordo com os estudos de Deng et al. (2012), a levedura Cryptococcus sp.
(CBSB78), isolada de Brassica chinensis, apresentou producao de AlA (11,7 yg/mL)
e promoveu o crescimento da espécie vegetal Brassica spp., além de aumentar a

resisténcia da planta a metais pesados. A levedura Aureobasidium pullulans (YL-11)
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isolada de Drosera indica (planta carnivora) produziu 147,4 ug/mL de AIA em meio
de cultura YPD complementado com triptofano a 28°C (SUN et al., 2014).

A terceira linhagem com melhor resultado de produtividade foi a MP18 (T.
globosa). A linhagem apresentou produtividade semelhante nos meios de BD e
melaco, de 8,4 e 8,3 pg/mL/h, respectivamente. O meio de melago, porém,
possibilitou que a linhagem alcangasse o maximo de produtividade em 24 horas de
incubacao, sendo que no meio BD isso somente ocorreu em 48 horas. O uso de
subprodutos da agroindustria para a produ¢cdo de moléculas de alto valor agregado
como o AlA é interessante, pois possibilita a producdo com baixo custo, além do
emprego do residuo, que se ndo tem uso definido, pode ser descartado no

ambiente, causando desequilibrio e prejuizo ambiental.

4.2 Solubilizagao de fosfato tricalcico em meio de cultura liquido

Os resultados obtidos nos ensaios de solubilizacdo mostraram que para todas
as linhagens avaliadas, o meio de cultura NBRIP ofereceu as melhores condi¢des
para a solubilizagao do fosfato tricalcico. Apesar disso, 0 meio nao proporcionou um
bom crescimento celular. A curva de crescimento para a maioria das linhagens
avaliadas alcanga a fase estacionaria em 48 horas de incubagéo, com valores de
densidade oéptica (DO) proximo a 1. Esse dado, comparado ao do meio de melacgo,
indica que para a manutencgao do fosforo soluvel no meio, o crescimento celular nao
€ bom, pois as células acabam por promover a imobilizacdo do nutriente. O meio de
melaco, mais rico nutricionalmente, promoveu maior crescimento celular, sendo que
as curvas de crescimento celular indicam que ainda ndo alcancaram a fase
estacionaria mesmo apds 72 horas de incubagao, com DO chegando préximo ou
superando 4. Esse crescimento se refletiu em concentragées de P soluvel distintos
nos diferentes tempos de analise, muitas vezes com os valores chegando a zero,
provavelmente devido ao consumo do nutriente pela levedura. Os dados de
solubilizacao liquida de fésforo (Figuras 11 a 17) mostram a variacao de liberagao do
fésforo insoluvel (fosfato tricalcico) adicionado ao meio, a partir da relagdao dos
dados obtidos entre os tratamentos com e sem a inoculagao da levedura.

Para a solubilizagdo microbiana de fosfato, o0 emprego de um meio de cultura
nutricionalmente limitado mas que estimula a produgdo de acidos orgéanicos que
atuam na liberagdo do fosforo é importante. Além da selegdao de linhagens

solubilizadoras, os ensaios também podem direcionar a métodos de
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biossolubilizagao in vitro, os quais podem ser utilizados como forma alternativa de
obtencdo dos minerais para a producao de fertilizantes soluveis.

A maioria dos solos brasileiros apresenta pouco fosforo assimilavel pelas
plantas, em muitos casos devido a maior quantidade de 6xidos de aluminio e ferro
presentes nos solos (NOVAIS; SMITH, 1999). Com isso, € necessaria a utilizagao
dos fertilizantes fosfatados para suprir as necessidades das plantas, gerando
dependéncia do Brasil ao mercado externo, uma vez que no Brasil sua produgao se
torna inviavel devido a escassez da matéria-prima e ao alto custo de produgéao
(HINSINGER, 2001). As fontes de fosfato utilizadas na producdo dos fertilizantes
tém se esgotado no mundo todo (BOUWMAN et al., 2009), tornando importante e
essencial a busca por tecnologias capazes de promover a maior eficiéncia do fosforo

no solo.

Figura 11. Solubilizagdo de fosfato tricalcico e crescimento celular da linhagem MCP22 (T.
delbrueckii) em meio NBRIP e melago.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora (2022).



Figura 12. Solubilizagéo de fosfato tricalcico e crescimento celular da linhagem MGA9 em meio

crescimento celular (DO)

NBRIP e melago.
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Figura 13. Solubilizagéo de fosfato tricalcico e crescimento celular da linhagem MP18 (T. globosa) em

crescimento celular (DO)

meio NBRIP e melago.
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Figura 14. Solubilizacéo de fosfato tricalcico e crescimento celular da linhagem MGA12 (C.

crescimento celular (DO)

pseudointermedia) em meio NBRIP e melago.
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Figura 15. Solubilizagao de fosfato tricalcico e crescimento celular da linhagem MA5 (A.

melanogenum) em meio NBRIP e melago.

MA5

0 [
0 24 48 72
incubacgdo (horas)

s solubilizagdo NBRIP mmmm solubilizagdo melago ==@==crescimento NBRIP ==@==crescimento melago

Fonte: Elaborado pela propria autora (2022).

70

60

50

40

30

20

10

Fonte:

fosforo soltvel (mg/L)



67

Figura 16. Solubilizagédo de fosfato tricalcico e crescimento celular da linhagem MCP24 (T. asahii) em

crescimento celular (DO)

meio NBRIP e melago.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora (2022).
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Figura 17. Solubilizagdo de fosfato tricalcico e crescimento celular da linhagem MGCP25 (C. laurentii)

crescimento celular (DO)

em meio NBRIP e melago.
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Todas as leveduras foram capazes de promover a queda do pH do meio de
cultura NBRIP (Figura 18B), o que pode ser facilmente observado quando o meio de
cultura nao recebe a adigao de fosfato tricalcico. Os acidos organicos produzidos por
cada uma das linhagens podem variar, o que pode afetar a sua capacidade em
solubilizar o fosfato nas condi¢gdes impostas. Para os tratamentos que receberam o
fosfato insoluvel, porém, o tamponamento do meio € observado (Figura 18A), como
reflexo da solubilizagdo, que resulta na liberagdo de ions basicos de fosfato e célcio
no meio. Para a levedura MA5, por exemplo, a solubilizacdo foi pequena e a
liberacéo de fosforo soluvel no meio foi quase nula. Por isso € possivel observar que
mesmo no meio NBRIP com fosfato insoluvel, o pH apdés 72 horas permaneceu
menor que 5. Esse dado muda para outras leveduras com dados expressivos de
solubilizacdo, como a MCP22, na qual o pH se mantém em 6,0. Excegcdo é
observada para a levedura MGCP 25, que obteve bons resultados de solubilizacao,
porém com a manutencédo do pH do meio menor que 5.

Para o meio de melago, a avaliagao da variacdo do pH é mais dificil devido a
complexidade quimica do meio. Apesar disso, pode também ser observada uma
queda mais acentuada do pH para algumas leveduras (MGA9, MGA12, MP18 e
MCP22), quando o fosfato ndo é adicionado (Figura 19B). Para as outras linhagens
de levedura, porém, a variagdo nao € observada apds 72 horas de incubacdo em
nenhuma condig¢ao avaliada (Figura 19A e B).

Mundra et al. (2011), ao estudarem os efeitos da temperatura, crescimento e
pH na solubilizacdo de Ca3(PO4), pela Rhodotorulasp. (PS4), identificaram que a
maior atividade de crescimento e solubilizacdo ocorreu entre 28-30°C e as
concentracdes de fosfato soluvel foram de 261,3 e 278,3 mg/L, respectivamente.

A solubilizagao de fosfato insolivel aumentou com o periodo de incubacao e
houve uma estabilizagdo e queda gradual. Segundo Gaind; Gaur (1991), essa
diminuicdo da solubilizagdo depois de um certo periodo de incubagdo pode ocorrer
devido a perda dos elementos essenciais dos nutrientes, aumento da producao de
metabdlitos toxicos no crescimento e/ou devido a autdlise das células. A diminuicao
do pH do meio de cultura pode ser devida a secre¢cdo de acidos organicos que
ocorre durante o metabolismo da glicose, mecanismo atribuido pela dissolugédo do

fosfato inorgénico insoluvel (CHEN et al., 2006).
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Figura 18. Valores de pH no meio de cultura NBRIP com adigédo (A) ou ndo (B) de fosfato tricalcico,
no inicio (0 horas) e fim (72 horas) do periodo de incubagéo.
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Figura 19. Valores de pH no meio de cultura de melago, com adi¢do (A) ou ndo (B) de fosfato
tricalcico, no inicio (0 horas) e fim (72 horas) do periodo de incubacao.
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5. Conclusodes

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que dentre as leveduras
testadas, as linhagens MG9 e MCP22, ambas identificadas como da espécie T.
delbrueckii, se destacaram, com producdo de AIA nos dois meios testados, até
mesmo na auséncia de triptofano no meio BD. Resultados similares foram obtidos

para a linhagem MP18 (T. globosa), que na auséncia de triptofano em meio BD,
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produziu 18,1 ug/mL de AlA, em 48 horas, mas com triptofano alcangou a produgao
de 378,6 pg/mL de AIA no mesmo periodo de incubacao. As linhagens MGA12 (C.
pseudointermedia), MCP24 (T. asahii) e MGCP25 (C. laurentii) apresentaram maior
produtividade de AIA em meio de melago.

Para todas as linhagens avaliadas, o meio de cultura NBRIP ofereceu as
melhores condigdes para a solubilizagdo do fosfato tricalcico do que o meio de
melago, com excec¢do para a linhagem MAS (A. melanogenum) que néo solubilizou o
fosfato tricalcico nas condicdes utilizadas nos ensaios. A solubilizagdo observada foi
ocasionada pela producédo de acidos organicos pelas leveduras, comprovado pela
queda no pH do meio. O melaco clarificado utilizado como meio de cultura mais
acessivel e de baixo de custo € viavel apenas para avaliar a produgao de AlA pelas
leveduras, enquanto para a solubilizagao de fosfato, sua composi¢cao nutricional

prejudica os resultados dessa analise.
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Capitulo 3. Germinagao e desenvolvimento inicial de milho tratado com células

ou metabolitos de leveduras de solo

1. Resumo

O emprego de produtos bioldgicos no tratamento de sementes que estimulam
a associagao entre as plantas e microrganismos benéficos tem crescido nos ultimos
anos, possibilitando aos produtores a substituicdo de produtos quimicos toxicos,
tornando a agricultura uma atividade mais sustentavel, em termos ambientais e
econdmicos. A inoculagcdo de sementes com diferentes grupos microbianos tem sido
estudada com destaque as rizobactérias. As leveduras, porém, apresentam
potencial ainda pouco explorado. Com isso, o objetivo do trabalho foi avaliar a
germinagao e desenvolvimento inicial do milho através da inoculagdo e tratamento
de sementes de milho com células ou metabdlitos de leveduras isoladas de solo, sob
cultivo de milho orgéanico. Para tanto, as sementes (sem tratamento com fungicida),
foram desinfetadas e tratadas com a imersao em suspensao de células ou filtrado do
cultivo da levedura livre de células (em condi¢des pré-estabelecidas que favorecem
a producédo de AIA em caldo batata ou melago), definido como ‘metabdlito’. Os
resultados obtidos para a germinagdo das sementes de milho mostraram que nao
houve diferenca estatistica entre os tratamentos. Os dados obtidos para o
desenvolvimento da radicula e coledptilo, porém, mostraram maior desenvolvimento
nos tratamentos que empregaram metabdlitos das linhagens MGA9 e MCP22,
ambas linhagens da espécie Torulaspora delbrueckii. Para o coledptilo, os
metabdlitos das linhagens MGA9 e MCP22 também se destacaram, sendo
estatisticamente superiores ao controle (agua). As linhagens MCP22 e MGAS9,
contrariamente, foram os tratamentos que resultaram nas plantas (apés cultivo por
12 dias em vaso) com menor parte aérea. Para a raiz, o emprego de células da
linhagem MCP22, e das células e metabdlitos de MAS (Aureobasidium
melanogenum) foram as que apresentaram os melhores resultados de massa seca,
apesar de o tratamento com a linhagem MA5 apresentar as menores radiculas na
primeira avaliagdo. Conclui-se que a aplicagdo das células/metabdlitos das
linhagens de levedura apresentou efeito significativo no desenvolvimento inicial de
milho. E necessario, porém, estudos mais aprofundados para que se consiga obter

os melhores resultados quanto ao desenvolvimento vegetal, definindo a melhor
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concentragéo celular com a caracterizagdo do metabdlito e avaliando os métodos de

tratamento.

2. Introdugao

Os microrganismos promotores de crescimento vegetal possuem capacidade
de estimular a germinagdo e o desenvolvimento de plantas, beneficiando essa
interacao através da maior absor¢cao de nutrientes e compostos no solo, produgao
de fitormoénios e antibiose (TSAVKELOVA et al.,, 2007). Os fitormbnios s&o
fundamentais para varios aspectos da fisiologia da planta, como a germinacao de
sementes, formacdo de raizes, formacdo de flores e frutos e senescéncia
(TSAVKELOVA et al., 2007).

A auxina € um horménio importante que esta relacionado a estimulagcéo do
crescimento vegetal e pertencente a este grupo, o acido indolacético (AIA) é a
substancia mais encontrada nas plantas, promovendo o alongamento celular e
regulando o crescimento vegetal (NUTARATAT et al., 2014). Altas concentra¢des de
AIA causam efeito inibitério nos processos fisiologicos das plantas, inibindo a
germinagao de sementes (SINDHU; SEHRAWAT, 2017) e o crescimento da planta.

Os altos niveis de AlA estimulam a producao de etileno devido ao aumento da
atividade da aminociclopropano-1-carboxilico sintase (ACC sintase), causando
anormalidades no crescimento e senescéncia. Altos niveis de AIA e a alta produgao
de acido abscisico (ABA) causam respostas fitotoxicas na planta, atuando como
herbicidas, por isso, o AlIA é sintetizado nas plantas de forma natural em niveis
baixos ou quando s&o associados a microrganismos (GROSSMANN, 2010).

Microrganismos capazes de produzir AIA estdo cada vez mais sendo
estudados para serem utilizados como biofertilizantes, pois acredita-se que esses
microrganismos podem aumentar o crescimento e comprimento da raiz, ou seja,
ampliam a area de superficie da raiz, possibilitando o maior acesso aos nutrientes
contidos no solo (FU et al., 2016).

A inoculagdo de sementes com cepas de leveduras tem mostrado efeitos
positivos no aumento da germinagdo e crescimento da planta e aumento da
produtividade da fotossintese (AMPRAYN et al., 2012; AGAMY et al., 2013;
NASSAR et al., 2005). As leveduras com capacidade de produgdo de AIA sao
importantes para a promogao do crescimento e do desenvolvimento das plantas (EL-
TARABILY; SIVASITHAMPARAM, 2006).
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No estudo de Mukherjee e Sen (2014), a cepa SSm-39 de Candida tropicalis
aumentou tanto o crescimento como a produtividade do milho, quando comparada
ao controle. De acordo com Fu et al. (2016), as caracteristicas relacionadas a
promogao do crescimento das plantas pelos microrganismos estao relacionadas com
a capacidade deles em produzir AlA, e as leveduras produtoras de AIA podem
exercer efeitos morfofisioldgicos positivos tanto na parte aérea quanto nas raizes
das plantas. Dessa maneira, mais estudos sa&o necessarios para desenvolver
produtos biotecnoldgicos e assim reduzir os custos e os impactos ambientais, além
de tornar a agricultura mais sustentavel. Com isso, o objetivo desse trabalho foi
avaliar a germinacdo e o desenvolvimento inicial de milho inoculado com as células

e metabdlitos das leveduras de solo selecionadas.

3. Material e Métodos

3.1. Material biolégico

Para o ensaio do tratamento de sementes de milho com as leveduras
selecionadas, foi utilizada a cultivar P3898, cedida pelo Instituto Agronémico de
Campinas. As sementes utilizadas ndo apresentavam tratamento com fungicida para
evitar interferéncia nos resultados de inoculagao das leveduras. As sementes foram
desinfetadas por imersao em alcool 70% por 2 minutos e hipoclorito de sédio a 1%
durante 15 minutos, seguido por lavagens sucessivas com agua destilada
esterilizada (BHATTACHARYYA et al., 2015), secas ao ar, e logo em seguida
utilizadas nos ensaios.

As linhagens de leveduras utilizadas nos testes foram a MGA9 (Torulaspora
delbrueckii), MP18 (Torulaspora globosa), MCP22 (Torulaspora delbrueckii), MA5
(Aureobasidium melanogenum), MGA12 (Candida pseudointermedia), MCP24
(Trichosporon asahii) e MGCP25 (Cryptococcus laurentii). As leveduras foram
mantidas em tubo de ensaio, em meio de cultura YPD inclinado, cobertas com déleo

mineral, e armazenadas em geladeira (4°C) até o inicio dos testes.

3.2. Preparo do in6culo e metabdlito para o tratamento das sementes de milho
Para o preparo do inéculo de levedura, estas foram repicadas em placas de

Petri com meio YPD sdlido e incubadas em BOD a 30°C até o desenvolvimento das

colénias. Apds o crescimento, foi retirada uma alcada das colbnias e transferida para
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dois Erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL de meio mantidos sob agitacdo de 160
rom, a 30°C. O in6culo de cada levedura foi preparado de acordo com o seu melhor
desempenho no crescimento celular (estatisticamente superior) considerando o meio
(BD ou melago) obtido no menor tempo de analise (resultados apresentados no
Capitulo 2). As condigbes escolhidas para cada levedura estdo dispostas na Tabela
1.

Tabela 1.Condi¢des utilizadas para cada linhagem de levedura a partir dos resultados anteriores de
crescimento e produgao de AlA.

Linhagem Meio de cultura Tempo Crescimento Concentragao
levedura (com triptofano) (horas) (600 nm) de AIA (pg/mL)

MA5 caldo batata 36 7,84 110,15
MGA9 melacgo 48 7,93 357,82
MGA12 melaco 24 4,20 199,97
MP18 melacgo 36 6,82 318,81
MCP22 caldo batata 36 8,34 310,71
MCP24 melacgo 36 8,02 34,97
MGCP25 melago 36 7,87 21,03

Cada linhagem foi cultivada utilizando o meio de cultura e o tempo de
incubacao referente a cada linhagem como exposto na Tabela 1. O cultivo foi
realizado em triplicata. Apds o cultivo, o conteudo dos frascos foi misturado em uma
unica amostra, em seguida as amostras foram quantificadas em camara de
Neubauer e padronizadas para 1x10° células/mL. Foi também avaliada a viabilidade
celular apés coloragao das células com azul de metileno-citrato de sédio (LEE et al.,
1981) em camara de Neubauer, para contagem de células viaveis e nao-viaveis. A
viabilidade (%) foi estimada com base na proporgéo de células viaveis em relagao ao
numero total de células (que se manteve acima de 80% para todos os inoculos
utilizados).

Um volume de 2 mL foi coletado e a determinagdo de AlA realizada apds a
reacao de Salkowski em espectrofotdbmetro a 530 nm. A amostra foi diluida com
agua destilada para a padronizagao da concentragdo de AIA em 20 pg/mL. Com
isso, foram separadas duas amostras para cada inéculo, uma contendo a suspensao
com as células e a outra amostra foi centrifugada a 3000 rpm por 3 minutos. Para
garantir auséncia de células, o meio de cultivo apds centrifugagéo foi filtrado em

membrana de 0,22 uym. (definido como metabdlito).
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3.2. Tratamento das sementes

O tratamento das sementes de milho foi realizado em Erlenmeyers de 125 mL
estéreis, com 25 sementes desinfetadas cada, contendo um volume de 35 mL do
cultivo de leveduras (suspensdo de células ou metabdlito). Os controles consistiram
no tratamento das sementes com agua destilada estéril, meio de cultura BD estéril e
meio de melago estéril.

Apos a imersdo das sementes nas suspensdes ou metabdlitos, os frascos
foram mantidos em agitagao de 100 rpm por uma hora, a temperatura ambiente. Em
seguida as sementes foram dispostas em placas de Petri com papel filtro umedecido
com agua destilada estéril. Foram colocadas 5 sementes por placa, sendo 5 placas
por tratamento. As placas foram incubadas por 7 dias a 28°C em BOD no escuro.
Posteriormente foi realizada a quantificagdo das sementes germinadas, e nestas foi
realizada a medigdo do comprimento da radicula e do coledptilo, com o0 uso de um

paquimetro.

3.4. Transplante das sementes pré-germinadas para vaso

As sementes germinadas, obtidas a partir dos tratamentos realizados no
ensaio anterior, foram transplantadas para vasos de 1 L, com o emprego de
vermiculita como substrato. Foram transplantadas 10 sementes pré-germinadas por
tratamento, as quais apenas receberam a adi¢cdo diaria de agua destilada para
manutengdo da umidade do substrato. Os vasos foram mantidos em bancada,
préxima a janela do laboratério, o qual proporcionava entrada de ar e iluminagao
plena. Os vasos permaneceram nesta condicdo por 12 dias, quando as plantas
foram colhidas e avaliadas.

As analises consistiram na medigdo do comprimento da parte aérea, com o
emprego de fita métrica. Além disso, foi realizada a determinacdo da massa seca da
raiz com a secagem das raizes em estufa a 60°C até peso constante, aferido em

balanca analitica.

4. Resultados e Discussao

Os resultados obtidos para a germinagdo das sementes de milho mostraram
que nao houve diferenga estatistica entre os tratamentos (Figura 1). A porcentagem
de germinacgao variou de 76% para os tratamentos com metabdlito da linhagem

MGA12 e células da linhagem MCP22, até 96% proporcionado pelo tratamento com
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o metabdlito da linhagem MGCP25. Para a maioria dos tratamentos a taxa de

germinacéo foi de 88% (Figura 2).

Figura 1. Germinacéo in vitro de sementes de milho tratadas com células ou metabdlitos das
leveduras e os controles (agua, meio BD e melago). Primeira foto a esquerda ilustra a placa controle
(dgua), a segunda foto sementes tratadas com metabdlitos da linhagem MGA9 (Torulaspora
delbrueckii) e a terceira foto, sementes tratadas com células da linhagem MGA9 (Torulaspora
delbrueckii).

Fonte: Elaborado pela prépria autora (2022).

Figura 2. Dados de germinacgao (%) € numero de sementes de milho germinadas por placa.
Sementes tratadas com células ou metabdlitos das leveduras e os controles (agua, meio BD e
melaco).
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Os dados obtidos para o desenvolvimento das primeiras raizes (radicula) e
coledptilo de milho indicaram que houve maior desenvolvimento nos tratamentos
que empregaram metabdlitos das linhagens MGA9 e MCP22, ambas linhagens da
espécie T. delbrueckii (Figura 3). Para o comprimento da radicula, porém, o
tratamento controle com agua destilada apresentou 0 mesmo desempenho, com o
melhor resultado, indicando que para este parametro o emprego de leveduras nao
trouxe beneficios no momento da analise. Para o coledptilo, porém, os metabdlitos
das linhagens MGA9 e MCP22 (melago e BD, respectivamente) se destacaram,
sendo que os dados obtidos de MGA9 foram estatisticamente superiores ao controle
(agua) (Figura 3).

As plantulas com piores resultados de desenvolvimento apds germinagao
foram dos tratamentos com células e metabdlitos da linhagem MAS (Aureobasidium
melanogenum), para os dois parametros de analise (radicula e coledptilo) (Figura 3).

Os resultados obtidos na analise das plantas de milho, apds transplante para
0S vasos, porém, indicaram que os bons resultados observados nas sementes pré-
germinadas nao se sustentaram apds o desenvolvimento da planta em vaso (Figura
5).

Figura 3. Dados de comprimento de radicula e coledptilo de sementes germinadas de milho tratadas
com células ou metabdlitos de leveduras e os controles (agua, meio BD e melago).
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Figura 4.Avaliagcado do desenvolvimento das plantulas de milho tratadas com células ou metabdlitos
das leveduras e os controles (agua, meio BD e melago). Primeira foto a esquerda ilustra aa plantulas
controle (agua), a segunda foto, as plantulas das sementes tratadas com metabdlitos da linhagem
MP18 (Torulaspora globosa).

Fonte: Elaborado pela propria autra (2022).

Figura 5. Dados de comprimento da parte aérea e massa seca de raiz de plantas de milho (12 dias
apos transplante) derivadas de sementes tratadas com células ou metabdlitos de leveduras e os
controles.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora (2022).

Os metabdlitos das linhagens MCP22 e MGA9, provenientes do melago,
proporcionaram o0s melhores resultados para o desenvolvimento da radicula e

coledptilo, mas foram os tratamentos que resultaram nas plantas com menor
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comprimento da parte aérea, ao lado do metabdlito da linhagem MGA12. Para o
parametro raiz, € possivel observar que o metabdlito da linhagem MCP22, que se
destacou para o desenvolvimento de radicula, foi que apresentou plantas com
menor massa seca de raiz. O emprego de células da linhagem MCP22, porém, ao
lado das células e metabdlitos de MA5 foram as que apresentaram os melhores
resultados de massa seca de raiz. O tratamento com a linhagem MAS,
contrariamente, apresentou as menores radiculas na primeira avaliagdo das
sementes apds a germinagao.

Os microrganismos capazes de promover o crescimento vegetal possuem
mecanismo para o melhor desenvolvimento das raizes e dos pélos radiculares, a fim
de proporcionar a maior absor¢ao de nutrientes (IDRIS et al., 2007). Os resultados
de Andrade (2020) apontaram que existe um mecanismo no qual as leveduras
atuam, que influenciam positivamente a raiz da planta visando o maior crescimento
vegetal, e corroboram com Idris et al. (2007), no fato que o maior desenvolvimento
das raizes pode disponibilizar maior absorgéo de nutrientes e outros compostos para
o desenvolvimento da planta.

No trabalho de Nakayan et al. (2013), as leveduras M. guilliermondii (CC1), R.
mucilaginosa (CC2) e M. caribbica (CC3) isoladas de solo apresentaram capacidade
de produzir AlA e solubilizar fosfato in vitro, e quando inoculadas em plantas de
alface e milho apresentaram resultados positivos para o crescimento vegetal, altura
da planta e massa seca de milho, comparado ao controle.

Este estudo forneceu uma avaliagéo inicial do potencial de algumas leveduras
produtoras de AIA quanto as caracteristicas de germinagdo de sementes de milho e
desenvolvimento inicial de plantulas em condi¢des in vitro. Estudos com bactérias
promotoras de crescimento vegetal apresentam resultados controversos. Noumavo
et al. (2013) apresentaram resultados positivos na inoculacdo de bactérias, com
maior taxa de germinacao de sementes. Para Selvakuma et al. (2009), a bactéria P.
fragi (CS11RH1) apresentou capacidade de produgcédo de AIA e aumentou a
porcentagem e a taxa de germinacdo assim como a biomassa vegetal,
consequentemente maior absorg¢ao de nutrientes nas plantulas de trigo.

A inoculagao de leveduras para a promogao de crescimento vegetal ainda é
poucoestudada, mas autores como Falih e Wainwright, (1995) e El-Tarabily e
Sivasithamparam (2006) sugerem que as leveduras isoladas de solo podem ser

utilizadas como bioinoculantes para beneficar os processos nos solos. Resultados
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baixos e/ou negativos quando comparadas ao tratamento controle podem indicar a
incompatibilidade entre a planta e a levedura, pois nem sempre 0s microrganismos
mostram constancia/coeréncia nos resultados. Uma alternativa é que os
microrganismos podem ativar o mecanismo de defesa na planta, devido a relagao
entre o patdgeno e o hospedeiro, gerando maior gasto com recursos metabolicos do
que para o seu crescimento (ANDRADE, 2020). Ainda sdo necessarios mais estudos
para caracterizar os fatores que influenciam a inoculagao.

De acordo com Tabatabaei et al. (2016), a inibicdo causada pelas bactérias
na germinagao de sementes pode estar relacionada as altas concentragdes de AlA
ou a produgdo de alguns metabdlitos ou devido ao estresse. As bactérias podem
exibir efeitos inibitérios ou crescimento, dependendo da quantidade total de AIA

(produzido pela bactéria + endégeno da planta) em condi¢des ideais ou ndo.

5. Conclusoes

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que os tratamentos com as
diferentes linhagens de leveduras testadas nao afetaram a germinagdo das
sementes de milho de forma significativa. O emprego dos metabdlitos das linhagens
MGA9 (melago) e MCP22 (caldo de batata), ambas linhagens da espécie T.
delbrueckii, porém, afetaram o desenvolvimento do coledptilo e radicula do milho. As
mesmas linhagens, contrariamente, resultaram nas plantas (apos cultivo por 12 dias
em vaso) com menor parte aérea.

Para a raiz, o emprego de células da linhagem MCP22 e das células e
metabdlitos de MA5 (em caldo de batata) foram as que apresentaram os melhores
resultados de massa seca, apesar de o tratamento com a linhagem MAS apresentar
as menores radiculas na primeira avaliagao.

Conclui-se que a aplicagao das células/metabdlitos das linhagens de levedura
apresentou efeito significativo no desenvolvimento inicial de milho. E necessario,
porém, estudos mais aprofundados para que se consiga obter os melhores
resultados quanto ao desenvolvimento vegetal, definindo a melhor concentragao

celular, com a caracterizagcao do metabdlito, e avaliando os métodos de tratamento.
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CONSIDERAGOES FINAIS

O emprego de microrganismos promotores de crescimento vegetal (MPCV)
na agricultura tem sido cada vez mais considerado dentre as praticas de manejo
empregadas para incremento da produtividade. A aplicacdo de microrganismos ou
seus metabdlitos tém direcionado as praticas agricolas para a diminuicdo do
emprego de insumos quimicos, com a diminui¢do dos custos de producgao, além da
reducao do impacto ambiental devido a contaminagdo dos solos e corpos d’agua.
Diversos estudos mostram que a associagdo entre os microrganismos e as plantas
também podem proporcionar o aumento da resisténcia vegetal contra estresses
bidticos e abidticos, inclusive aqueles relativos as mudancgas climaticas.

Considerando o exposto, os estudos de prospeccdo de microrganismos de
solo, com potencial de promogao de crescimento vegetal, se mostram fundamentais
para o fomento desta area. Este estudo teve como objetivo o isolamento, selegéo e
caracterizagao de leveduras, um grupo que, dentre os MPCV, é o menos estudado e
empregado atualmente para esse fim. Apesar disso, as leveduras sao organismos
de facil cultivo, resistentes a variagbes do meio e muito utilizadas em diversos
processos biotecnoldgicos. Varios estudos na literatura indicam o potencial de
emprego das leveduras na agricultura. Atualmente, no Brasil, ndo ha produtos
comerciais disponiveis a base de leveduras para a agricultura, o que motiva os
estudos.

Neste trabalho foram isoladas 28 linhagens de levedura de amostras de solo,
sendo que destas, 23 apresentaram capacidade de produzir AlA, solubilizar fosfato e
controlar dois fitopatdégenos in vitro. Sete linhagens foram selecionadas por também
se desenvolverem bem em meio de melago, um subproduto da agroindustria
canavieira, e que pode devido ao seu baixo custo, viabilizar a multiplicagédo da
levedura e a producdo de metabdlitos de interesse, como o AlA. Os resultados
obtidos no trabalho mostram que as linhagens MCP22 e MGAS9, identificadas como
sendo da espécie Torulaspora delbrueckii, se destacaram quanto a producdo de
AlA, inclusive no meio de melaco, e na solubilizacdo de fosfato em meio NBRIP. O
tratamento de sementes de milho com metabdlitos dessas linhagens mostrou maior
desenvolvimento do coledptilo e radicula do milho apds a germinacao.

De forma geral, a aplicagdo das células/metabdlitos das linhagens de
levedura nas sementes de milho proporcionou efeito significativo no

desenvolvimento inicial da planta. Estudos mais aprofundados, porém, sao
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necessarios, para que se consiga avaliar a melhor concentragéo celular, o melhor
meétodo de inoculagdo que proporcione melhor interagdo entre o microrganismo e a
planta. Além disso, é imperativo que seja feita a caracterizacdo quimica do
metabdlito, com a quantificacdo de moléculas de interesse que podem ter sido
excretadas pelo microrganismo no meio, e que podem beneficiar o desenvolvimento

vegetal.



