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SOLUBILIZACAO IN VITRO DE FOSFATO POR TORULASPORA GLOBOSA

Autor: RENATA KUHL ROCHA
Orientador: Profa. Dra. MARCIA MARIA ROSA MAGRI

RESUMO

O solo € um ambiente com grande diversidade microbiana. Fungos
filamentosos e bactérias sdo conhecidos ha décadas pela capacidade de estimular o
desenvolvimento vegetal. Recentemente, trabalhos mostram que leveduras também
sdo capazes de beneficiar plantas, por exemplo, através da solubilizacdo de fosfatos
inorganicos. Esse trabalho visa um maior entendimento da capacidade de leveduras
rizosféricas na solubilizacdo de fosfato tricalcico. Também visa o estudo da
influéncia de fatores (pH, temperatura e agitacdo) no processo. Inicialmente, foi feito
um isolamento de leveduras de rizosfera de milho e cana-de-acucar. Os isolados
foram avaliados quanto a capacidade de solubilizar fosfato tricalcico em meio soélido
BDYA. O isolado com maior capacidade de solubilizacao foi identificado e avaliado
quanto a capacidade de solubilizacdo de fosfato tricalcico em meio liquido NBRIP,
em diferentes niveis de temperatura (20, 25 e 30°C), pH inicial (3, 5 e 7) e agitacéo
(0, 100, 150 e 200 rpm). Também foram feitas avaliacdes da solubilizacdo em
intervalos de 24 horas, de 1 a 7 dias. Foram obtidos seis isolados. Todos
apresentaram resultado positivo para solubilizacdo. A levedura 6S01 (Torulaspora
globosa) apresentou a maior capacidade de solubilizagdo. Ap6s cinco dias, T.
globosa solubilizou 26 a 35% do fosforo total no meio de cultura NBRIP. Nao houve
diferenca significativa para nenhum dos parametros ambientais testados. Ensaios
realizados em periodos de 1 a 7 dias mostraram que a levedura solubilizou uma
guantidade maxima de fosforo em 48 horas (42%). Isso a torna interessante para
aplicacbes industriais e agricolas, visto que possui rapidez no processo de
solubilizacdo e pode ser empregada numa ampla faixa de condi¢des. Foi possivel
compreender que um maior crescimento celular ndo esté relacionado a eficiéncia na
solubilizacéo, e que a acidificacdo do meio pode ser um dos principais mecanismos
utilizados pela levedura na solubilizacédo in vitro do fosfato tricalcico.

Palavras-chave: solubilizacdo de fosfato in vitro, promocao de crescimento vegetal,
Torulaspora globosa.



IN VITRO SOLUBILIZATION OF PHOSPHATE BY TORULASPORA GLOBOSA

Author: RENATA KUHL ROCHA
Adviser: Prof. Dr. MARCIA MARIA ROSA MAGRI

ABSTRACT

Soil is an environment with great microbial diversity. Filamentous fungi and
bacteria have been known for decades for the ability to stimulate plant development.
Recently, studies have shown that yeasts are also capable of benefiting plants, for
example, through the solubilization of inorganic phosphates. This work aims at a
better understanding of the ability of rhizospheric yeasts in the solubilization of
tricalcium phosphate. It also aims to study the influence of factors (pH, temperature
and agitation) in the process. Initially, isolates of corn and sugarcane rhizosphere
yeasts were made. The isolates were evaluated for the ability to solubilize tricalcium
phosphate in solid medium BDYA. The isolate with the highest solubilization capacity
was identified and evaluated for the solubilization capacity of tricalcium phosphate in
NBRIP liquid medium at different temperature levels (20, 25 and 30 ° C), initial pH (3,
5 and 7) and agitation (0, 100, 150 and 200 rpm). Solubilization evaluations were
also performed at 24-hour intervals, ranging from 1 to 7 days. Six isolates were
obtained. All presented a positive result for solubilization. The yeast 6S01
(Torulaspora globosa) had the highest solubilization capacity. After five days, T.
globosa solubilized 26 to 35% of the total phosphorus in the NBRIP culture medium.
There was no significant difference for any of the environmental parameters tested.
Assays performed in periods of 1 to 7 days showed that the yeast solubilized a
maximum amount of phosphorus in 48 hours (42%). This makes it interesting for
industrial and agricultural applications, since it has a fast solubilization process and
can be used in a wide range of conditions. It was possible to understand that a higher
cell growth is not related to the efficiency in the solubilization, and that acidification of
the medium may be one of the main mechanisms used by yeast in the in vitro
solubilization of tricalcium phosphate.

Keywords: phosphate solubilization in vitro, plant growth promotion, Torulaspora

globosa



1 INTRODUCAO

O solo abriga grande diversidade microbiana. Diferentes grupos de micro-
organismos sao essenciais a varias funcfes, tais como ciclagem de nutrientes,
degradacdo da matéria organica e conservacdo da estrutura do solo (NOBREGA et
al., 2001; BENDING & TURNER, 2002; SIQUEIRA & MOREIRA, 2006). Alguns
grupos sao também muito conhecidos por estimular o desenvolvimento vegetal,
incluindo fungos micorrizicos e rizobactérias promotoras de crescimento em plantas
(SIQUEIRA & MOREIRA, 2006; SWIFT et al., 2010).

A literatura cientifica apresenta diversos trabalhos sobre fungos e bactérias
que beneficiam plantas, que tém sido estudados por muito tempo (AGNIHOTRI,
1970; KUCEY et al., 1989; HALDER et al.; 1990). Porém pouco ainda se conhece
sobre a funcéo de leveduras no crescimento vegetal. Estudos recentes mostram que
algumas espécies de leveduras também podem promover crescimento vegetal de
diversas maneiras (EL-TARABILY & SIVASITHAMPARAM, 2006; XIN et al., 2009;
ROSA et al., 2010; ROSA-MAGRI et al., 2011), como através da solubilizacdo de
fosfatos inorganicos no solo (AMPRAYN et. al., 2012; XIAO et al., 2013).

O fésforo é essencial ao desenvolvimento das plantas (TERRY & ULRICH,
1973; RYCHTER, 1992). Porém, esse elemento geralmente € encontrado em formas
insolaveis no solo, adsorvido a oOxidos de ferro ou aluminio, ou em formas
precipitadas na solucdo do solo, complexadas a ions de aluminio, ferro ou célcio
(BRADY & WEIL, 1996; NOVAIS & SMITH, 1999). Essas formas de fosfato



insolaveis impedem a absorcdo de fésforo pelas plantas e limitam assim o
desenvolvimento vegetal (GOEDERT el al., 1986; RAGHOTHAMA, 2000).

No Brasil, a maioria dos solos se apresenta pobre em fésforo disponivel,
devido a grande quantidade de oxidos de aluminio e ferro, o que traz limitacbes a
producéo agricola (RAPPEL & LOIOLA, 1993; NOVAIS & SMITH, 1999). Torna-se
entdo necessario o uso de fertilizantes fosfatados, 0o que se apresenta inviavel,
devido ao baixo nivel de eficiéncia desses fertilizantes e ao alto custo de producéo,
que gera dependéncia do Brasil em relacdo ao mercado externo (AE et al., 1995;
HINSINGER, 2001). Além disso, as fontes de fosfato para fabricagdo de fertilizantes
tém se esgotado rapidamente no mundo todo (BOUWMAN et al., 2009). Isto torna
essencial a busca por novas tecnologias, que promovam eficiéncia no uso do fésforo
em terras agricolas.

A limitagdo do fésforo na agricultura gerou um amplo estudo de micro-
organismos solubilizadores de foésforo. Fungos filamentosos e bactérias tém sido
estudados por décadas quanto a capacidade de solubilizacdo de fosfatos no solo
(AGNIHOTRI, 1970; KUCEY et al.,, 1989; HALDER et al.; 1990). Estudos mais
recentes mostram que leveduras, em especial isoladas de rizosfera, possuem alta
capacidade de solubilizar formas inorganicas de fosfatos (XIAO et al., 2008,
NARSIAN et al. 2010, MUNDRA et al., 2011; ANPRAYAN et al.; 2012, XIAO et al.,
2013; NUTARATAT et al., 2014; FU et al. 2016).

Alguns desses estudos mostraram que a producdo de acidos organicos € o
principal mecanismo utilizado por leveduras na solubilizac&o in vitro de fosfato (XIAO
et al.; 2008; XIAO et al.; 2013). Também mostram que fatores ambientais como pH,
presenca de oxigénio e temperatura influenciam a eficiéncia desse processo (XIAO
et al., 2008; NARSIAN et al., 2010; MUNDRA et al., 2011; AMPRAYN et al., 2012;
XIAO et al., 2013). Porém a funcdo de leveduras do solo na solubilizacdo de fosfato
ainda é pouco compreendida. Ainda sdo necessarios mais estudos para identificar e
avaliar espécies de leveduras capazes de solubilizar fosfato; compreender quais séo
0s mecanismos utilizados na solubilizacdo e como os fatores ambientais podem
influenciar a solubilizagéo de fosfato por diferentes linhagens de leveduras. Espera-
se gue o maior entendimento da capacidade de leveduras na solubilizacdo de
fosfatos, auxilie no desenvolvimento de técnicas e produtos biotecnoldgicos,
empregados com 0 objetivo de tornar a agricultura mais sustentavel, diminuindo

custos e impactos ambientais negativos.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo desse estudo foi isolar, selecionar e avaliar o potencial de
leveduras de rizosfera como promotoras de crescimento vegetal, através da
solubilizagdo de fosfato tricalcico, além de analisar a influéncia de fatores que
possam afetar o processo de solubilizagao, in vitro.

2.2 Objetivos especificos

. Isolar leveduras da rizosfera de milho e cana-de-acucar;

. Selecionar as leveduras isoladas quanto a capacidade de solubilizar fosfato
tricalcico in vitro, usando meio de cultura solido;

. Quantificar a solubilizacdo de fosfato tricalcico, em meio de cultura liquido,
pelas leveduras selecionadas;

. Avaliar a influéncia de diferentes valores de pH inicial do meio, temperatura
de incubacdo e agitacdo no processo de solubilizacdo de fosfato tricalcico por
leveduras, buscando a melhor condic&o para o processo;

. Avaliar parametros cinéticos do processo de solubilizacdo e tentar
compreender a relacdo dos parametros crescimento celular e variagdo do pH no

processo de solubilizagéo.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 O solo como habitat de micro-organismos

O solo é um ambiente vivo e dindmico que abriga uma grande quantidade de
micro-organismos. Tratam-se dos seres vivos que apresentam a mais alta densidade
nesse ambiente, valor que pode ultrapassar a 10 toneladas de biomassa viva por
hectare (DECAENS et al., 1994). Estima-se que podem ser encontradas até 10°
células de bactérias e 10° células de fungos para cada grama de solo (CURL &
TRUELOVE, 1986).

Além do grande numero de micro-organismos, podemos encontrar no solo
uma alta diversidade de espécies, pertencentes a diferentes niveis taxonémicos.
Essa diversidade taxonémica gera uma elevada diversidade funcional ou metabdlica,
com papel significativo nas reages bioguimicas que ocorrem nesse ambiente e na
manutencdo de sua resiliéncia (GIRVAN, 2005; SIQUEIRA & MOREIRA, 2006;
SWIFT et al.,, 2010). Diferentes grupos de micro-organismos Sao essenciais a
fungbes tais como conservacdo da estrutura do solo (NOBREGA et al., 2001),
ciclagem de nutrientes e degradacdo da matéria organica (BENDING & TURNER,
2002) e podem também favorecer o crescimento e desenvolvimento de plantas
(ROSA et al., 2010; AMPRAYN et al, 2012).

Algumas regibes do solo sdo conhecidas por concentrar a maior parte da

biomassa e diversidade microbiana, em especial a zona denominada rizosfera. A



rizosfera é definida como uma regido do solo que sofre influéncia das raizes, com
extensdo variando de 1 a 5 mm. Alguns autores dividem essa regido em
endorrizosfera, que compreende uma por¢ao interna da raiz, distante até 10 um da
superficie radicular; rizoplano, que compreende a superficie limite entre a raiz e o
solo; e ectorrizosfera, a area externa das raizes, com extensdo de até 20 pum
(PAPAVIZAS & DAVEY, 1961; CURL & TRUELOVE, 1986).

A rizosfera apresenta caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas bastante
distintas de outras regides do solo. As raizes interferem na estrutura fisica do
ambiente, que se apresenta com alta agregacdo de particulas e porosidade
diferenciada. Além disso, as raizes provocam modificacdes quimicas no solo,
contribuindo para mudancas no pH, na concentracdo de gases e substancias
organicas, depositadas na forma de mucigel, exsudatos, secrecdes e lisados
celulares. A alta concentracdo de substancias organicas liberadas pelas raizes,
como carboidratos, acidos organicos, aminoacidos e fatores de crescimento,
promovem uma intensa proliferacdo de micro-organismos (PAPAVIZAS & DAVES,
1961; CURL & TRUELOVE, 1986; SIQUEIRA & MOREIRA, 2006).

A quantidade de micro-organismos nesse ambiente chega a ser até mais de
mil vezes maior do que em solo n&o rizosférico, conforme demonstram os estudos
de Gray & Willians (1975) e Papavizas & Davey (1961) (Tabela 1). Isso torna a
rizosfera uma fonte interessante para isolamento e bioprospeccdo de micro-
organismos que podem favorecer praticas agricolas ou bioprocessos industriais
(AMPRAYN et al, 2012; JAYAPRAKASHVEL el a., 2015, FU et al. 2016).

A comunidade microbiana da rizosfera pode variar muito em funcao de fatores
como espécie e cultivar vegetal, caracteristicas do solo, tipo de manejo e uso da
terra, e interagcdes com outros organismos presentes no ambiente. Apesar da grande
diversidade microbiana, ja relatada na literatura, a maioria desses micro-organismos
apresenta dificil isolamento e cultivo em laboratério, e ainda € desconhecida.
Estima-se que 90 a 99% das espécies de micro-organismos do solo ainda ndo séo
conhecidas (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Assim, torna-se importante o estudo da
presenca de diferentes espécies microbianas, funcbes metabdlicas por elas

executadas e possivel aplicac6es na agricultura e industria.



Tabela 1. Relacdo entre a densidade de grupos espec ificos de micro-

organismos encontrados em solo rizosférico de trigo e lupinos e solo nédo

rizosferico.
Organismos UFC x 106.g'1 Relacdo R:S
Rizosfera Solo n3o aproximada
rizosférico
Trigo
Bactérias 1200 53 23:1
Actinomicetos 46 7 7:1
Fungos 1,2 0,1 12:1
Protozoarios 0,0024 0,001 2:1
Algas 0,005 0,027 0,2:1
Amonificadores 500 0,04 12500:1
Anaerdbias produtoras de gas 0,39 0,03 13:1
Anaerobias 12 6 2:1
Desnitrificadores 126 0,1 1260:1
Aerdbias celulolticas 0,7 0,1 71
Anaerdbias celulolticas 0,009 0,003 3:1
Produtoras de esporos 0,930 0,575 2:1
Tipo “radiobacter” 17 0,01 1700:1
Lupinos
Bactérias 159000 27300 6:1
Actinomicetos 46700 9100 5:1
Fungos 0,3 0,09 3:1
Aspergillus ustus 0,006 0,001 6:1

Fonte: Modificado de Papavizas & Davey (1961) e Gray & Willians (1975).

Diferentes grupos de micro-organismos sdo essenciais a fungbes como
ciclagem de nutrientes, degradacdo da matéria organica e conservagao da estrutura
do solo. Alguns grupos sdo também muito conhecidos por estimular o
desenvolvimento vegetal (SIQUEIRA & MOREIRA, 2006; SWIFT et al., 2010).

Ha muitas décadas, bactérias e fungos filamentosos tém sido estudados
como agentes que beneficiam o desenvolvimento de plantas (KLOEPPER et al.,
1980; GLICK et al.,, 1997). Porém, estudos mais recentes mostram que algumas
espécies de leveduras também podem promover crescimento vegetal (EL-

TARABILY & SIVASITHAMPARAM, 2006; BOBY et al.,, 2008; XIAO et al. 2008;



ROSA et al., 2010; ROSA-MAGRI et al., 2011; XIN et al.,, 2009; AMPRAYN et al.,
2012; XIAO et al., 2013; VELHAL, et al. 2014).

3.2 Ocorréncia e diversidade de leveduras no solo e capacidade de promocéao

de crescimento em plantas

Leveduras podem ser definidas como fungos unicelulares e eucariotos, com
diametro variando entre 1 e 5 um, que pertencem aos filos Basidiomycota ou
Ascomycota, e que se reproduzem principalmente de forma assexuada, por
brotamento ou fissdo celular. Existem cerca de 900 espécies conhecidas,
distribuidas em 136 géneros (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006; DIAS & SCHWAN,
2010; WAKER, 2012). Sao micro-organismos muito utilizados na biotecnologia
agroindustrial, pois apresentam f4cil cultivo e elevada taxa de crescimento, o que as
torna viaveis para uso na execucao de diversos bioprocessos, como producdo de
alimentos e obtencdo metabolitos de interesse industrial (DIAS & SCHWAN, 2010).

No solo, o numero de células e diversidade de espécies de leveduras ocorre
de forma bastante irregular, variando de 10 a 10° células por grama de solo, nos
horizontes mais superficiais (DO-CARMO, 1969; PHAFF & STARMER, 1987;
BOTHA 2011). Muitos fatores interferem na biomassa e presenca de diferentes
espécies, incluindo fatores relativos a caracteristicas fisicas do solo, como
compactacao, porosidade, textura e profundidade do perfil. A presenca de poluentes
organicos e inorganicos, acidez, umidade e fatores nutricionais do solo, entre outras
carateristicas quimicas, também afetam a diversidade de leveduras encontradas.
Também, fatores climaticos e biologicos, como a presenca da macro e mesofauna
de invertebrados, outros micro-organismos e sistemas de cultivos agricolas
provocam grande alteracdo na comunidade de leveduras (SLAVIKOVA &
VADKERTIOVA, 2003; VISHNIAC, 2006; DIAS & SCHWAN, 2010; YURKOV et al.,
2012).

De modo geral, algumas espécies de leveduras tém sido comumente
encontradas no solo de diferentes regiées no mundo e estéo incluidas nos géneros
Candida, Rhodotorula, Cryptococcus, Brettanomyces, Hansenula, Torulopsis,
Trichosporon e Debaryomyces (DIAS & SCHWAN, 2010). Entretanto, ainda ha

pouco estudo sobre diversidade de leveduras que habitam o solo, e apenas 130



espécies aproximadamente ja foram identificadas em todo o mundo (BAB’EVA &
CHERNOV, 1995; YURKOQV, 2012 et al.).

As leveduras encontradas no solo possuem um importante papel na
decomposicdo da matéria organica, atuando como agentes secundarios na
degradacgédo de substancias recalcitrantes, como a lignina, e na mineralizacado de
compostos organicos. Também podem atuar como condicionadores de solo,
melhorando a agregacao de particulas e estruturacdo do solo através da producao
de compostos poliméricos (DIAS & SCHWAN, 2010; BOTHA, 2011). Além disso, a
maioria delas possui uma grande faixa de habilidades metabdlicas e tém sido
aplicadas em estudos envolvendo biorremediacdo de poluentes (SALAM et al.,
2013), producdo de proteinas de interesse industrial (SINGH et al.,, 2013) e
promocao de crescimento vegetal (ROSA et al., 2010).

Estudos recentes demostraram que algumas leveduras sdo capazes de
promover o crescimento vegetal de forma direta através da producdo de
fitohormdnios (XIN et al., 2009; AMPRAYN et al, 2012) e indiretamente, através do
controle de patogenos (EL-TARABILY & SIVASITHAMPARAM, 2006; ROSA et al.,
2010; ROSA-MAGRI et al.,, 2011); efeitos sinérgicos na co-inoculacdo com
micorrizas arbusculares (BOBY et al., 2008) e efeitos sinérgicos na co-inoculagcéo
com bactérias diazotroficas (VELHAL et al., 2014). Amprayn et al. (2012) e Xiao et
al. (2013) também demonstraram que leveduras rizosféricas podem ser capazes de
atuar como agentes na solubilizacdo de formas inorganicas de fosforo. Visto que a
baixa concentragdo de fésforo no solo, numa forma acessivel as plantas, € um dos
fatores que limitam a fertilidade dos solos utilizados para praticas agricolas, estudos
como o de Amprayn et al. (2012) e Xiao et al. (2013) ganham cada vez mais

importancia, na busca por novas tecnologias sustentaveis.
3.3 Solubilizagdo microbiana de fosforo
3.3.1 A disponibilidade de fosforo no solo
O fosforo € um elemento essencial na nutricdo vegetal e na manutengéo
metabdlica de praticamente todos os seres vivos. Possui funcdes de extrema

importancia como formacdo da molécula ATP e participacdo nas vias sintéticas de

lipideos, acidos nucleicos e outras biomoléculas, além de influenciar nos processos



de fotossintese (TERRY & ULRICH, 1973; RYCHTER, 1992). Nas plantas, também
possui importancia na formacdo de 6rgdos reprodutivos, producdo de sementes e
frutos com maior qualidade, e no desenvolvimento radicular. O excesso de fésforo
nao é prejudicial a planta, porém, a deficiéncia desse elemento pode causar graves
danos, como redugdo na quantidade e qualidade de frutos e no desenvolvimento
vegetal (MILTON et al., 1991; EREL et al., 2008).

O fosforo é absorvido pelas plantas principalmente nas formas anidnicas de
H,PO., HPO,* e PO,%, sendo que a concentracdo dentro da célula vegetal chega a
ser 100 vezes maior do que na solugéo do solo. Porém o teor de fésforo na solucéo
do solo geralmente é baixo, com concentracao inferior a 0,1 mg de fosforo por litro
de solo (GOEDERT el al., 1986; RAGHOTHAMA, 2000).

A maior parte do fosforo € encontrada no solo em formas insoluveis,
adsorvidas a Oxidos e argilas, precipitadas ou associadas a matéria organica. Em
solos &cidos, o elemento muitas vezes se apresenta fortemente adsorvido na
superficie de oxidos de ferro e aluminio, ou na forma de precipitados na solugcéo do
solo, complexados a ions de ferro e aluminio (BRADY & WEIL, 1996; NOVAIS &
SMITH, 1999). Em solos alcalinos, o fosforo pode se apresentar na forma de
precipitado de magnésio e principalmente de calcio, como fosfato monocalcico,
fosfato bicélcico ou ainda fosfato tricalcico, uma forma muito presente e a mais
insolivel dentre as trés. Essas formas complexadas causam uma baixa
disponibilidade do elemento para absorcédo e assimilacédo pelas plantas (BRANCO et
al., 2001; NOVAIS & SMITH, 1999; RAIJ, 2011).

A baixa disponibilidade de fésforo no solo causa grande limitacdo a producao
agricola brasileira. No Brasil, a maioria dos solos se caracteriza como altamente
acidos e intemperizados, principalmente sob a classificacdo de Latossolos, com
grande quantidade de o6xidos de ferro e aluminio. Esses solos apresentam baixa
CTC (capacidade de troca cationica) e consequente alta CTA (capacidade de troca
aniénica), nos quais ocorre um aumento gradual da retencdo de anions, acentuado
pelo intemperismo, tornando-os pobres em fosforo disponivel. Isto se torna ainda
mais preocupante pelo fato do anion fosfato ser o preferido na adsorcado pelos
oxidos e argilas no solo, conforme a ordem liotréfica de Parfitt (1978) (Figura 1).
Com o passar do tempo, os solos se tornam de carater fonte para dreno de fésforo e
competem fortemente com a planta na retencdo do elemento (NOVAIS & SMITH,
1999).
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O fosfato adsorvido ou precipitado pode existir em estado labil, ou num estado
ainda reversivel para a forma ibnica. Entretanto, o tempo de reagéo e as condi¢cdes
do ambiente podem favorecer o envelhecimento dessas formas, que adquirem
constituicdo mineralégica mais estavel, tornando-as nao labeis, de dificil
solubilizagcéo (RAIJ, 2011).

Figura 1. Ordem liotrofica de Parfitt sobre preferé  ncia de adsorcdo de anions

no solo.

fosfato > arseniato > selenito = molibdato > sulfato = fluoreto > cloreto >nitrato

Fonte: Parfitt (1978).

De fato, estudos sugerem que no mundo todo, mais de 5,7 bilhbes de
hectares de solo ndo apresentam uma quantidade suficiente de fosforo disponivel
para manter culturas agricolas (HINSINGER, 2001). Ocorre entdo uma grande
necessidade de aplicacdo de fertilizantes fosfatados, que possuem um baixo nivel
de eficiéncia, dentre 10-25%, visto que sao rapidamente adsorvidos ou precipitados
no solo e se tornam indisponiveis para as plantas (AE et al., 1995; HINSINGER,
2001). No Brasil, a producédo de fertilizantes fosfatados se apresenta inviavel em
vista da escassez de matéria-prima e altos custos de producédo, 0 que gera uma
dependéncia em relacdo ao mercado externo de fertilizantes (RAPPEL & LOIOLA,
1993). Estudos mais recentes também indicam que as fontes finitas de fosfato para
a producao de fertilizantes estdo se esgotando rapidamente em todo mundo
(BOUWMAN et al., 2009). Assim, é importante o estudo de novas tecnologias agro-
sustentaveis, que promovam uma melhor eficiéncia no uso do fosforo no solo para

culturas agricolas.

3.3.2 Micro-organismos na solubilizacédo de fosforo

A partir da década 1950 foi iniciado o estudo da solubilizacdo de fosforo
promovida por agentes biol6gicos, com o uso de micro-organismos (KUCEY et al.,
1989). Os micro-organismos do solo sdo capazes de imobilizar 1 a 10% do fésforo
total encontrado no solo em formas labeis em sua biomassa, atuando como

importante componente dindmico do ciclo do fosforo no solo (SCHIMIDT &
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LASKOWSKI, 1961; RICHARDSON, 1994). Além disso, sdo essenciais em
processos de mineralizacdo e solubilizacdo desse elemento (RICHARDSON, 2001).
Varios mecanismos séo utilizados por bactérias, actinomicetos e fungos do solo para
solubilizar, dessorver e mineralizar formas nao absorviveis de fosfatos organicos ou
inorganicos, ou ainda para aumentar a absorcdo pelas plantas de formas
prontamente disponiveis de fésforo, na solugdo do solo. Fungos micorrizicos, por
exemplo, sdo capazes de promover um aumento da absor¢cdo de anions fosfato
através da maior exploracédo do solo, atuando na absor¢céo do elemento em regides
fora do alcance das raizes. Eles também possuem maior afinidade que a raiz para
absorcdo de ions fosfato, bem como um eficiente mecanismo de armazenamento e
transferéncia de foésforo para a planta (BOLAN, 1991; SHIBATA & YANO, 2003).

Também, através da producdo de fitormbnios, micro-organismos podem
promover um maior desenvolvimento de raizes laterais e pelos radiculares,
facilitando a absorcdo de fosforo pela raiz (ADAMS & PATE, 2002). Formas
organicas de fosforo podem ser mineralizadas em formas inorganicas por acao das
enzimas fosfatases produzidas por fungos e bactérias (NAHAS, 2002; YAN et al.,
2014).

Além disso, micro-organismos podem solubilizar formas adsorvidas ou
precipitadas de fosfato inorganico, tornando-as disponiveis para as plantas. O
processo de solubilizacdo ocorre principalmente pela liberacdo de acidos organicos,
0 que é facilmente visto pela queda no pH do ambiente. Também pode ocorrer
devido a liberagdo de ions hidrogénio, acucares e substancias quelantes, como
sideréforos (BEHERA et al., 2014), conforme exemplifica a Figura 2, e em casos
ainda mais especificos pela producdo de acidos inorganicos (BHATTI & YAWAR,
2010).
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Figura 2. Representacdo dos principais mecanismos d e solubilizagao,
dessorgdo e mineralizacao do fésforo no solo mediad 0S por micro-organismos

rizosféricos.

Raiz Rizosfera Solo

a .
el L

pélo radicular

| difusdo P na solucéo do solo
10 mp +4——F ~0mp Tmy ¢4———— {Pi & Po)
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Fonte: Richardson (2001).

Os acidos organicos sao produzidos pelos micro-organismos como produto de
diferentes pontos da respiracdo anaerébica, ou ciclo de Krebs, e podem incluir o
acido citrico, latico, malico, succinico, butirico, fumarico, glutdmico e outros
(SCERVINO et al.,, 2010). Também, a propria respiracdo microbiana pode ser
responsavel pela producdo do acido carbdnico, a partir do dioxido de carbono
liberado que reage com H' no ambiente. Trata-se de um acido fraco, mas que pode
também influenciar na solubilizacdo do fosfato inorganico (JURIANK et al., 1986).

Os acidos orgéanicos podem atuar das seguintes maneiras na solubilizagdo
do fosforo: (1) de forma direta, pela simples acidificagdo do ambiente e queda de pH,
0 que ocorre no caso de fosfato de célcio precipitado, onde H" atua em substituicéo
ao Ca®" (acidificacdo); (2) competindo pelos sitios de adsorcdo do fésforo nas
particulas do solo, no caso do fosforo adsorvido as argilas e Oxidos de ferro e
aluminio (reacdes de permuta ou troca de ligantes) e (3) as fracdes anibnicas dos
acidos podem atuar como agentes quelantes de ions de ferro, aluminio e calcio,
complexados ao fésforo precipitado (quelacdo) (HAYNES, 1990; ILLMER &
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SCHINNER, 1992; ILLMER & SCHINNER, 1995 NAHAS, 1996; HAMDALI et al.,
2008; BEHERA et al., 2014).

A eficiéncia da solubilizacdo depende da quantidade de &cidos liberada e
principalmente do tipo de acido produzido (SCERVINO et al., 2010). A preferéncia
pela adsorcdo é controlada pela carga e estrutura dessas moléculas, sendo que
acidos com maior nimero de grupos OH e COOH s&o mais eficientes na competicédo
por sitios de adsorcdo, possuindo também maior poder de quelacdo e maior
capacidade de liberacao de protons (HUE, 1991; NOVAIS & SMITH, 1999).

Embora a liberacé@o de &cidos organicos seja o principal mecanismo citado na
literatura, ndo pode ser considerado como exclusivo. A solubilizacdo também pode
ocorrer pela liberagcdo de protons H*, que resulta do balanco idnico na célula devido
a absorcdo de cations, como NH;" (JURIANK et al., 1986; ASEA et al.; 1988; PARKS
et al., 1990; ILMMER & SCHINNER, 1995). Outros mecanismos que ndo envolvam
liberacdo de ions H' e acidos também podem ocorrer, caracterizados pela auséncia
de queda no pH do ambiente. Compostos quelantes como sideréforos, por exemplo,
tém importante participacao na solubilizacdo do fosfato associados a aluminio e ferro
(HAMDALI et al., 2008) e outras substancias quelantes também podem atuar na
solubilizagcdo do fosfato de célcio (BEEVER & BURNS, 1980). Recentemente,
trabalhos demonstraram que carboidratos excretados conhecidos como
exopolissacarideos microbianos podem ter efeito na solubilizacdo de fésforo, algo
que ainda é pouco conhecido (YI et al., 2008).

Alguns estudos tém sido feitos com respeito a capacidade de solubilizagéo de
fosfatos inorgénicos por leveduras em processos in vitro e discorrem sobre alguns
dos possiveis mecanismos utilizados por elas no processo de solubilizacdo. Narsian
et al. (2010) avaliaram um total de 25 isolados de leveduras (10 obtidas de rizosfera,
duas de solo ndo rizosférico e 13 de superficie de frutas), quanto a solubilizagéo de
fosfato tricalcico, em meio solido Pikovskaya, e calcularam o indice de Solubilizag&o
(IS). Todas as leveduras avaliadas, apO0s dois dias de incubagcdo, mostraram
resultado positivo, com IS variando entre 1,10 e 1,50. Dentre as linhagens que
apresentaram o0s indices mais altos estdo algumas isoladas de rizosfera,
identificadas como Debaryomyces hansenii, Rhodotorula sp, Hansenula sp e
Saccharomyces sp.

Nutaratat et al. (2014) avaliaram leveduras isoladas de arroz e cana-de-

acucar quanto a capacidade de solubilizagdo de fosfato tricalcico em meio sélido
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Pikovskaya, obtendo, apés cinco dias de incubacéo, resultado positivo para uma
linhagem da levedura Torulaspora globosa.

Fu et al. (2016) isolaram leveduras da superficie de folhas e de amostras de
rizosfera da planta Drosera spatulata Lab. obtendo 40 linhagens. Todas as linhagens
foram testadas quanto a solubilizacdo de diferentes formas de fosfato em meio
sélido. Apo6s cinco dias de incubacdo, FU et al. (2016) obtiveram 18 linhagens
capazes de solubilizar fosfato dicalcico e 29 capazes de solubilizar fosfato de calcio
tribasico. Apenas duas linhagens, Saccharomyces cerevisiae e Torulaspora sp.,
foram capazes de solubilizar fosfato tricalcico em meio Pikovskaya.

Mundra et al. (2011) também isolaram micro-organismos de rizosfera e
observaram que a levedura Rhodotorula sp. apresentou resultado positivo para
solubilizacdo de fosfato tricalcico em meio solido. Em meio liquido, a levedura foi
capaz de solubilizar até 27,83% do fosforo presente no meio, apds cinco dias de
incubacdo. Amprayn et al. (2012) estudaram a capacidade de solubilizar fosfato
tricalcico de uma linhagem de levedura Candida tropicalis em meio Pikovskaya
adicionado de 0,3% de fosfato tricalcico. Apos 10 dias de experimento, a levedura foi
capaz de solubilizar 119 mg de fésforo por litro de meio (19,83% do fésforo total
contido no meio).

Xiao et al. (2008) também se dedicaram a estudos com o género Candida, e
observaram que a espécie Candida kissii, isolada de solo de mina, foi capaz de
solubilizar fosfato tricalcico presente em p6 de rocha em experimentos in vitro com
meio liguido NBRIP. Nesse estudo, foi observado que C. kissi teve desempenho
superior na solubilizacdo de fosforo in vitro (solubilizando 109,3 mg de fosforo por
litro de meio) em comparacao aos fungos filamentosos Penicillium expansum (104,5
mg/L) e Mucor ramosissimus (99,9 mg/ L), apos 7 dias de incubacgéo, a 32°C.

Xiao et al. (2013) testaram quatro leveduras isoladas de rizosferas
identificadas como Rhodotorula sp., Candida rugosa, Saccharomyces cerevisiae e
Saccharomyces rouxii, quanto a capacidade de solubilizacdo de fosfato insoluvel
contido em pé de rocha, em meio liquido Pikovskaya. Xiao et al. (2013) observaram
gue, ao final de 7 dias, todas as leveduras foram capazes de solubilizar, e que em
todos o0s ensaios o pH do meio diminuiu e a quantidade de &acidos organicos
aumentou, incluindo os &acidos citrico, glutamico, malico, tartarico e lactico. Isso

sugere que a solubilizacdo pode ter ocorrido principalmente pela liberacdo de acidos
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organicos. C. rugosa foi a mais eficiente, solubilizando 14,3% do fosforo total, e a
levedura que mais acidificou o meio, diminuindo o valor inicial de pH de 6,0 para 4,3.

Nos ensaios de solubilizacdo por C. kissi, Xiao et al. (2008) observaram,
através de analises de microscopia eletrbnica de varredura, a ocorréncia de
cavidades nas particulas de pdé de rocha, o que pode sugerir que o principal
mecanismo de solubilizacdo neste caso é direto, através da liberacdo de &cidos
organicos e outros metabdlitos. Entretanto, conforme colocado por Xiao et al. (2008)
e Xiao et al. (2013), mais estudos seriam necessarios para o entendimento desses

mecanismos complexos de solubilizagéo por leveduras e outros micro-organismos.

3.3.3 Interferéncia de fatores ambientais na biossolubilizag&o in vitro de fosforo

Varios fatores ambientais podem interferir no processo de solubilizagdo do
fosforo. O estudo destes se torna importante na otimizacdo do processo em
laboratorio ou no entendimento da eficiéncia de solubilizagdo no préprio solo, com
dependéncia relativa ao ambiente. Xiao et al. (2008) avaliaram alguns fatores na
otimizacdo da solubilizacdo de fésforo em laboratério para trés fungos. Foram
testados diferentes niveis de pH inicial do meio de cultivo (5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5
e 8,0), temperatura de incubacao (20, 23, 26, 32, 35 e 38°C) e agitacdo (80, 100,
120, 140, 160, 180 e 200 rpm), além de outras variaveis como concentracao de po
de rocha no meio de cultivo, tamanho das particulas de pé de rocha, concentracéo
de agentes quelantes e razao carbono/nitrogénio.

Xiao et al. (2008) observaram que a melhor temperatura para solubilizacéo
para os trés fungos foi de 32°C, na qual C. krissii solubilizou 109,3 mg de fdsforo por
litro de meio de cultura (10,93%), seguida por P. expansum, e M. ramosissimus, que
solubilizaram respectivamente 104,5 mg/L (10,45%) e 99,9 mg/L (9,99%). Para
diferentes niveis de agitacdo, Xiao et al. (2008) conseguiram o maximo de fésforo
solavel em 160 rpm com 107,5 mg/L para C. krissii, 105,3 mg/L para P. expansum e
102,7 mg/L para M. ramosissimus.

O melhor pH inicial, conforme Xiao et al. (2008), foi diferente para os trés
micro-organismos estudados. Para C. krissii foi de 5,5 (107,5 mg/L), para P.
expansum foi de 7,0 (105,8 mg/L) e para M. ramosissimus foi de 7,5 (103,4 mg/L).
Todas as condicdes em que se obteve a maior taxa para solubilizacdo de fosfato

foram préximas as condigfes 6timas de crescimento do micro-organismo estudado.
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Xiao et al. (2013) também realizaram testes com quatro leveduras
rizosféricas, quanto a solubilizacdo de fosfato insolivel em p6é de rocha, em
diferentes temperaturas (5, 10, 15, 20, 25, 30 35, 40, 45 e 50°C) e diferentes niveis
de pH inicial (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10) a 160 rpm, durante 7 dias. Foi observado
gue todos os isolados solubilizavam fosforo em temperaturas de 10 a 45°C, e as
melhores temperaturas obtidas estavam entre 30 e 35°C. O intervalo de melhor pH
encontrado foi entre 5 e 6, sendo que a solubilizacdo caiu consideravelmente em
condic@es alcalinas ou acima de 7,0.

Narsian et al. (2010) também estudaram a influéncia de diferentes
temperaturas (28, 35, 40 e 45°C) e diferentes niveis de pH inicial do meio de cultura
(3, 4,5, 6, 7, 8 e 9), bem como dois niveis de agitacdo (0 e 180 rpm), na
solubilizacdo de fosfato tricalcico. Foi observado que pH abaixo de 7,0 favorecia a
solubilizagdo enquanto a alcalinidade reduzia, sendo que no periodo de 15 dias, o
melhor pH para solubilizacdo foi 3,0. Narsian et al. (2010) também observaram que a
solubilizacdo diminuiu com o aumento da temperatura, obtendo maior valor de
fosfato solubilizado na temperatura de 28°C, e que a auséncia de agitacao foi melhor
do que agitagéo de 180 rpm, resultados muito divergentes ao obtido nos estudos de
Xiao et al. (2008).

Mundra et al. (2011) testaram também diferentes niveis de temperatura (5, 10,
15, 20, 25, 28, 30, 35e 40°C) e pH (3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10 e 11) na solubilizacdo de
fosfato tricalcico pela levedura Rhodotorula sp. Foi observado que temperaturas de
28 e 30°C e pH de 7,0 promoviam significativamente uma maior solubilizacéo.
Também foi observado que ocorria maior solubilizagdo de fosforo em condi¢bes que
o crescimento de células era maior, e que o pH final se apresentava menor, devido a
acidificacado do meio.

Estes estudos de otimizagdo mostram que as variagcbes ambientais podem se
apresentar bastante especificas para cada micro-organismo estudado. Também
demonstraram que geralmente a eficiéncia do processo de solubilizacdo esta
relacionada as condicbes de crescimento Otimas para O micro-organismo, em
especial para os parametros pH e temperatura (XIAO et al., 2008). Entretanto, as
melhores condi¢cfes para a solubilizacdo do fosforo nem sempre estéo relacionadas
com as condi¢cdes Otimas de crescimento, 0 que pode ser visto no caso do

parametro agitacao.
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A agitacdo geralmente tem influéncia direta no oxigénio que é fornecido ao
meio de cultivo (KRUGER et al., 2008). Assim, ela influencia tanto no crescimento
guanto no metabolismo celular, estimulando a producédo e liberacdo de diversas
substancias (CANGUSSU, 2003). Conforme Van-Dijken & Scheffers (1986),
leveduras podem excretar uma série de metabdlitos, como acidos organicos, o que
pode ocorrer em condicdo aerdbica ou anaerdbica.

Cangussu (2003) avaliou a producdo de biomassa por uma levedura
codificada como UFV-3 em trés condicdes de aeracdo: anaerobiose, aerobiose e
microaerobiose. Embora em todas as condi¢des tenha ocorrido crescimento celular,
foi observado que este crescimento foi bastante superior em condi¢éo de aerobiose,
quando comparado a microaerobiose e anaerobiose. Cangussu (2003) também
analisou a producédo alguns de metabdlitos organicos (acido succinico, propibnico,
latico, etanol e glicerol) e, relacionando a producgéo de biomassa, e avaliou o balanco
de carbono ocorrido. Ele verificou que em condi¢cdes de microaerobiose, 96% do
carbono, fornecido como glicose, foi usado para producao de metabdlitos, enquanto
gue em aerobiose e anaerobiose, essa conversao foi de 76 e 88% respectivamente.
Assim, foi observado que para essa levedura, as condi¢cdes aerdbicas favorecem a
producdo de biomassa, porém ndo favorecem a producao de metabdlitos.

Também foi observado que além da quantidade, o tipo de metabdlito
produzido depende das condi¢cdes de oxigénio no meio. Cangussu (2003) verificou,
por exemplo, uma maior quantidade de acido lactico em condicdo de anaerobiose,
mas uma maior producdo de acido succinico em condicdes de aerobiose
(CANGUSSU, 2003). Assim, a aeracgdo, estimulada pela agitacdo, pode ter grande
influéncia na producdo de acidos organicos, inorganicos e outros compostos que
atuam na solubilizacdo do fésforo. Entretanto esses 0s mecanismos e vias de
producdo desses metabolitos ainda ndo sdo bem compreendidos. Apesar dos
trabalhos citados, o uso de leveduras na solubilizacdo de fosfato ainda é recente e
necessita de maior entendimento. Assim tornam-se necessarios mais estudos para
identificacdo de espécies capazes de solubilizar, compreensdo dos mecanismos

envolvidos e estudo de otimizagdo do processo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Isolamento de leveduras rizosféricas de milho e cana-de-agucar

As leveduras utilizadas no projeto foram isoladas de rizosfera de milho,
durante o0 més de marco de 2015; e de rizosfera de cana-de-acucar, durante 0 més
de agosto de 2015, de variedades cultivadas no Centro de Ciéncias Agrarias,
Universidade Federal de Sao Carlos. O Centro de Ciéncias Agrarias pertence a
cidade de Araras, SP, localizada na latitude 22°18'00”S e longitude 47°23'03” W
(CCA, 2017). As variedades de milho e cana-de-acucar foram cultivadas em
latossolo vermelho distroférrico tipico (LIMA-FILHO, 2000; YOSHIDA & STOLF,
2016).

A obtencé@o de amostras de solo rizosférico foi feita conforme metodologias
descritas por Azeredo et al. (1998) e Melo (1999). Foi removido solo ao redor das
raizes até uma distancia de aproximadamente 1 cm, obtendo de maneira asséptica
amostras de solo e fragmentos de raizes, considerando esse conjunto como 0
ambiente rizosférico.

Foram pesados 10 gramas de solo rizosférico e adicionados a um erlenmeyer
de 250 mL com 90 mL de solucédo salina (NaCl 0,85%). A solucéo foi colocada em
mesa agitadora, da marca Quimis e modelo Q225-21, por 30 minutos, a 150 rpm, o

qgue permite desalojar micro-organismos aderidos a superficie do solo ou raiz
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(AZEREDO et al., 1998; MELO, 1999). Para garantir assepsia, os ensaios foram
realizados utilizando cameras de fluxo laminar vertical de marca Pachane, modelos
PA 50 e PA 300.

O isolamento foi realizado em placas de Petri, pela técnica de plaqueamento
em superficie (spread plate), utilizando diluicdo decimal seriada com solucao salina
(NaCl 0,85%). No isolamento, foram empregados os meios de cultura agar YEPD
(1% extrato de levedura, 2% peptona, 2% glicose, 2% agar, pH 5,6 £ 0.2), agar YM
(0,3% extrato de levedura, 0,3% extrato de malte, 0,5% peptona, 1% glicose, 2%
agar, pH 6,2 + 0.2), BDA (0,4% amido de batata, 2% dextrose, 2% &agar, pH 5,6 +
0.2) e agar Sabouraud (4% dextrose, 0,5% peptona, 0,5% caseina, 2% agar, pH 5,6
+ 0.2). Foi adicionado 0,01% de acido nalidixico em todos os meios de cultura para
evitar o crescimento de bactérias. As placas foram incubadas a 25°C, durante trés a
cinco dias.

Todas as coldnias obtidas foram visualizadas em microscépio 6ptico, da
marca Olympus e modelo BX41, e analisadas quanto ao tamanho e morfologia para
classificacdo destas como colbnias de bactéria ou colonias de levedura. As
leveduras obtidas foram isoladas e repicadas em meio de cultura agar YEPD
inclinado. Foram entdo mantidas em ambiente refrigerado, com temperatura entre 2
e 8°C, no banco de micro-organismos do laboratorio de Microbiologia Agricola e
Molecular — LAMAM, para os posteriores testes de solubilizacéo de fosfato tricalcico.
As etapas de pesagem, diluicdo e plagueamento foram realizadas no laboratério de
Microbiologia Agricola e Molecular — LAMAM, do Centro de Ciéncias Agrarias,
Universidade Federal de S&o Carlos, campus de Araras, SP.

4.2 Selecao de linhagens com potencial de solubiliz  acéo de fosfato tricalcico

As leveduras isoladas foram selecionadas quanto a capacidade de
solubilizagdo de fosfato através de um screening em meio de cultura sélido BDYA
modificado (0,4% amido de batata, 2% dextrose, 0,05% extrato de levedura, 1,5%
agar, pH 5,6 £ 0,2) contendo fosfato tricalcico como fonte insoluvel de fésforo. Foi
utilizada a técnica de semeadura por picada no meio sélido, realizada em triplicata,
para cada colbnia de levedura isolada (SPERBER, 1958).

O fosfato tricélcico foi adicionado ao meio de cultura na proporcao de 0,89 g

de fosforo por litro de meio. Para adicdo do fosfato, foi preparada uma solucéo de
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KoHPO4 10% (50 mL/L) e uma solugao de CaCl, 10% (100 mL/L), previamente
esterilizadas por filtragdo em membrana de porosidade de 0,22 ym da marca Kasvi,
de acordo com a metodologia proposta por Freitas et al. (1997) e Souchie et al.
(2005). Foi adicionado ao meio 5 mL por litro do indicador de pH azul de bromotimol
0,5% diluido em uma solugdo de KOH 0,2 M, para facilitar a visualizacdo do halo
formado pelas leveduras (CHAGAS-JUNIOR et al., 2010; SILVA, 2012).

O fosfato tricélcico foi escolhido por ser um reagente praticamente insoluvel
(solubilidade em &agua aproximada de 0,5 mg/L, a 25°C e 1 atm) (DOROZHKIN,
2011). Também, foi escolhido pela maior facilidade de aquisicdo comparado a outras
formas de fosfato insollveis; e por ser a forma utilizada na maioria dos trabalhos
com solubilizacdo de fosfato, facilitando assim a discussédo dos resultados obtidos
(XIAO et al., 2008; NARSIAN et al., 2010; MUNDRA et al., 2011; AMPRAYN et al.,
2012; NUTARATAT et al., 2014; FU et al., 2016).

As placas foram incubadas por cinco dias, a temperatura de 25°C. Os
isolados que apresentaram formacdo de um halo translicido ao redor da colbnia
foram considerados capazes de solubilizar fosfato. Para os resultados positivos, foi
calculado o indice de Solubilizacdo (IS), através da raz&o entre o diametro do halo
de solubilizagéo formado (¢Halo), e o diametro da colonia da levedura (¢Colonia) (IS
= ¢ Halo (mm)/@ Colbnia (mm)), medidos com auxilio de uma régua graduada
(BERRAQUERO et al., 1976). As leveduras foram classificadas quanto como
possuindo alta (IS>4), média (IS entre 2 e 4) e baixa capacidade para solubilizacao
(IS<2) (PREMONO et al., 1996; HARA & OLIVEIRA, 2004).

A linhagem com melhor resultado foi identificada, em nivel de espécie,
utilizando técnica de microbiologia molecular. Para identificacdo, foi primeiramente
realizada a extracdo de DNA da levedura. Apos a extracdo do DNA, foi feita a
amplificacdo da regido D1/D2 do 26S rDNA através de PCR (Reacdo de
Polimerizacdo em Cadeia) (FU et al, 2016). Os amplicons foram sequenciados e as
sequéncias obtidas comparadas com outras ja conhecidas e disponiveis no banco
de dados GenBank. Todos os procedimentos para identificacdo da levedura foram
realizados no Laboratério de Microbiologia, do Centro de Estudos de Insetos Sociais
(CEIS), da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP,

campus de Rio Claro, SP, sob supervisao do Prof. Dr. Fernando Pagnocca.
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4.3 Solubilizacao de fosforo em meio liquido e aval  iacdo de fatores

O isolado com melhor resultado na solubilizacdo em meio solido BDYA foi
avaliado quanto a capacidade de solubilizacdo de fosfato tricalcico em meio liquido
NBRIP (1% glicose, 0,5% fosfato tricalcico, 0,5% cloreto de magnésio hidratado,
0,02% cloreto de potassio, 0,025% sulfato de magnésio hidratado, 0,01% sulfato de
amonio) (NAUTIYAL, 1999; XIAO et al.,, 2008). Os ensaios foram realizados em
erlenmeyer de 125 mL, com 50 mL de meio de cultura. Todos os tratamentos foram
feitos em triplicata (n =3), em delineamento inteiramente casualizado, com
tratamentos constituidos por: meio de cultura sem fosfato tricalcico e com levedura (-
P, + L), meio de cultura com fosfato tricalcico e com levedura (+ P, + L) e meio de
cultura com fosfato tricalcico e sem a levedura (+ P, - L); avaliados em trés niveis de
temperatura, trés niveis de pH inicial e quatro niveis de agitacao, totalizando assim
27 tratamentos, conforme exemplificado na Tabela 2.

Para preparo do inoculo, a levedura mantida em agar YEPD inclinado foi
repicada por estria de isolamento para placas de Petri contendo agar YEPD. A placa
foi incubada de trés a cinco dias em 25°C. Apés o crescimento na placa, 0 micro-
organismo foi repicado para tubos falcon contendo 10 mL de caldo YEPD, com
auxilio de uma alca de inoculacéo, e colocado em incubagdo em mesa agitadora a
25°C, sob agitacdo de 150 rpm, durante trés dias.

ApoOs esse periodo, o tubo falcon foi colocado em centrifuga da marca
Eppendorf, sob agitagdo de 3600 rpm, por trés minutos. Foi retirado o meio
sobrenadante e a biomassa decantada foi suspensa em solucéo salina estéril (NaCl
0,85%). A concentracao de células na suspenséao foi padronizada em por contagem
de células totais em camara de Neubauer, conforme a metodologia de Dias &
Schwan (2010). Para os tratamentos com a presenca da levedura, a solugéo

padronizada de células foi inoculada, em cada erlenmeyer, de modo a conter uma

concentracéo final de 2x10° células por mL de meio de cultura (XIAO et al., 2008).



22

Tabela 2. Delineamento experimental em meio liquido  NBRIP.

Otimizacao de temperatura Temperatura (°C)
! | ]
2 + + 20
] ] | |
4 - + 25
! | ]
5 + ] 25
! | ]
8 + + 30
] ] | |

Otimizacao do pH in icial pH inicial
I R R
11 + + 3
I D D
13 ] + 5
] ] | |
15 + - 5
. OCtmeagiodaagiegio  AgtagRolpm)
16 ; m 0
I D D
18 + - 0
] ] | |
20 + + 100
! | ]
22 - + 150
! | ]
24 + - 150
] ] | |
26 + + 200
I D

(+) presente, (-) ausente. Fonte: préprio autor.
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Primeiramente, foram realizados ensaios com trés temperaturas (20°C, 25°C
e 30°C), mantendo-se o pH inicial do meio em 7,0 + 0,2 e a agitacdo em 150 rpm.
ApoOs a andlise da melhor temperatura, foi feita avaliacdo de trés niveis de pH inicial
(3,0, 5,0 e 7,0), mantendo a melhor temperatura obtida no ensaio anterior e agitacao
de 150 rpm. Para realizacdo destes ensaios, o pH do meio de cultura foi ajustado
utilizando solu¢des de NaOH 1N e HCI 1N, sem tamponamento.

Posteriormente, foi feita avaliacdo de quatro niveis de agitacéo (0, 100, 150 e
200 rpm), mantendo a melhor temperatura e o melhor pH obtido nos testes
anteriores (Tabela 2). Ap6s a obtencdo das melhores condi¢Bes para solubilizacao
de fosforo pela levedura (melhor temperatura, pH inicial e agitacao), foi realizado um
ensaio nesta condic¢do, avaliando o processo de solubilizacdo no decorrer do tempo,
visando compreender parametros cinéticos do processo e possiveis mecanismos
envolvidos na solubilizacdo, como ocorréncia de acidificagdo do meio de cultivo no

decorrer do processo.

4.4 Variaveis de resposta no processo de solubiliza  ¢&o de fosforo

As variaveis de resposta (variaveis dependentes) avaliadas em todos o0s
ensaios foram o teor de fosforo soluvel, pH do meio e o niumero de células. As
avaliacbes nos ensaios de otimizacdo foram realizadas apés cinco dias de
incubacdo. Para determinacdo do fésforo soltuvel foi empregada a metodologia de
Strickland & Parson (1960), através do método colorimétrico do azul de molibdénio.
Este método supde que em solugcdo &cida, o ortofosfato reage com o molibdato de
amonio e o tartarato de antimoénio e potassio formando um acido heteropolar-acido
fosfomolibdico, que é reduzido pelo acido ascoérbico a um complexo azul intenso
(EATON, 1995).

Desta forma, com a reacao do fosfato soluvel e a alteracdo de cor da amostra
€ possivel determinar a quantidade de fosfato soltvel através da leitura da amostra
em espectrofotdmetro em um comprimento de onda de 880 nm. Para a leitura, foi
utilizado espectrofotometro da marca Thermo, modelo Biomate 3. O resultado obtido
para absorbancia foi comparado aos valores de uma curva padrdo, confeccionada
com concentragcdes conhecidas de fosfato de potassio monobasico (KH,PO,)
(Apéndice 1) (Strickland & Parson, 1960).
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Foram medidos os valores de absorbancia antes da inoculagéo (t=0) e no final
do experimento (t= 5 dias) e a quantidade de fdsforo solubilizado foi dada pela
diferenca entre as concentracfes de fosforo medidas nesses dois tempos. O valor
do fosforo solavel foi indicado como miligramas de fosforo por litro de meio de
cultura. Também foi indicado em porcentagem, considerando a razao entre a massa
de fosforo solubilizado pela massa total de fésforo adicionado ao meio de cultura

O pH do meio de cultivo foi determinado por pHmetro digital da marca MS
Tecnopon, modelo mPA 210. O crescimento celular foi determinado com o emprego
de camara de Neubauer e espectrofotbmetro da marca Thermo, modelo Biomate 3,
com leitura em comprimento de onda de 660 nm. Para as amostras que continham
fosfato tricalcico, foi feita uma diluicdo 1:1 (v/v) com HCI 1IN para completa
solubilizacédo do fésforo antes da leitura do nimero de células no espectrofotémetro,
conforme a metodologia utilizada por Mundra et al. (2011). Foi utilizado o programa
computacional R CORE TEAM (2015) para realizagdo dos calculos estatisticos

relativos a Analise de Variancia (ANOVA) e teste de Tukey, com 5% de significancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento de leveduras rizosféricas e selecao guanto a capacidade de

solubilizacéo de fosfato em meio sélido

Foram obtidas duas linhagens de leveduras de rizosfera de milho e quatro de
rizosfera de cana-de-agUcar, totalizando seis leveduras. O baixo numero de isolados
obtidos esta em conformidade com alguns estudos que mostram que o0 numero de
leveduras presentes na rizosfera pode ser pequeno em comparacdo ao de outros
micro-organismos rizosféricos, como fungos filamentosos e bactérias (EL-TARABILY
e SIVASITHAMPARAM, 2006; ROSA-MAGRI et al., 2011). Também, estudos
sugerem que a rizosfera talvez ndo seja o melhor ambiente para sobrevivéncia e
multiplicacdo de leveduras, quando comparado a outras regides da planta, o que
pode ocorrer por fatores nutricionais e pela grande competicdo na colonizacdo do
espaco com outros micro-organismos (EL-TARABILY e SIVASITHAMPARAM, 2006;
ROSA-MAGRI et al, 2011). Rosa-Magri et al. (2011), por exemplo, conseguiram
isolar 78 leveduras do colmo de plantas de cana-de-acucar e milho, 223 leveduras
das folhas e apenas 16 da rizosfera.

O numero de isolados pode também se apresentar baixo quando sao obtidos
de solos impactados pelo manejo e utilizados para culturas agricolas (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006). Nos estudos de Slavikova & Vadkertiova (2003), por exemplo, foi

observado que havia cerca de 10 vezes menos leveduras em solos araveis
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7z

comparado a solos de floresta. Porém é necessario um maior estudo das
caracteristicas do solo utilizado para concluir se, neste caso, estes fatores
ambientais interferiram no baixo nimero de isolados.

As seis col6nias obtidas foram avaliadas quanto a capacidade de solubilizar
fosfato tricalcico em meio modificado BDYA. Todas as col6nias cresceram no meio e
foram capazes de solubilizar fosfato, o que foi demonstrado pela formagao de um
halo translicido ao redor da col6nia, conforme mostra a Figura 3. A partir deste, foi
calculado o indice de solubilizacdo (IS), e as leveduras foram classificadas de

acordo com a capacidade de solubilizacao (Tabela 3).

Figura 3. Formacao de halo translicido ao redor da colénia, em meio BDYA
modificado, pelas leveduras isoladas de rizosferad e milho 6S01 (a) e 6S02 (b);
e de rizosfera de cana-de-agucar 6S03 (c), 6S04 (d) , 6S05 (e) e 6S06 (f).

Fonte: préprio autor.
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Tabela 3. Solubilizacao de fosfato tricalcico em me  io sélido modificado BDYA.

Colonia _ Capacidade de

solada Fonte de isolamento IS* solubilizaco
6S01 Rizosfera de milho 2,47 Média
6S02 Rizosfera de milho 1,29 Baixa
6S03 Rizosfera de cana-de-acucar 1,33 Baixa
6S04 Rizosfera de cana-de-acucar 1,28 Baixa
6S05 Rizosfera de cana-de-acucar 1,20 Baixa
6S06 Rizosfera de cana-de-acucar 1,38 Baixa

(*) IS: indice de solubilizacdo. Fonte: préprio autor.

A levedura codificada como 6S01, isolada de rizosfera de milho, apresentou
maior capacidade para solubilizagdo em meio BDYA modificado, dentre todas as
leveduras testadas (Tabela 3 e Figura 3). Assim, essa linhagem foi escolhida para
ser utilizada nos ensaios de solubilizacdo de fosfato tricalcico em meio de cultura
liguido NBRIP.

Foi realizado extragdo do DNA e amplificagdo do dominio D1/D2 da regido
26S rDNA, do isolado 6S01. As sequéncias obtidas foram comparadas as
sequéncias fornecidas no GenBank (NCBI, 2016), através do programa BLAST,
conforme pode ser visto no Apéndice 2. A levedura foi identificada através dessas
sequéncias com 100% de similaridade com a espécie Torulaspora globosa
(Apéndice 2). A morfologia do isolado pode ser vista na Figura 4.

A levedura Torulaspora globosa 6S01, avaliada neste trabalho, também
apresentou um indice de solubilizagdo muito superior comparado aos indices de
solubilizacdo obtidos em outros trabalhos na literatura. Narsian et al. (2010), por
exemplo, obteve como melhor resultado para solubilizacdo de fosfato em meio sdlido
o indice de solubilizacédo de 1,43, pela levedura avaliada Saccharomyces sp..

Fu et al. (2016) e Nutaratat et al. (2014) estudaram o género Torulaspora e
observaram capacidade baixa de solubilizacdo. Fu et al. (2016) observaram que em
meio solido Pikovskaya, a linhagem Torulaspora sp. JYC369 apresentou um indice
de solubilizacdo de 1,17, e Nutaratat et al. (2014) observaram que a linhagem

Torulaspora globosa DMKU-RP105 apresentou indice de solubilizacdo de 1,22.
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Entretanto, é importante salientar que no estudo de Narsian et al. (2010) a
incubacéo foi realizada por apenas 48 horas. Embora Nutaratat et al. (2014) e Fu et
al. (2016) tenham usado tempo de incubacdo similar ao usado nesse trabalho (5
dias), as condi¢cOes de temperatura e o meio de cultura utilizados foram diferentes
dos utilizados neste estudo.

Figura 4. Células da levedura 6S01 visualizadas em  lamina em microscopio
Optico, em zoom 40x.

Fonte: proprio autor.

5.2 Influéncia da temperatura de incubacédo na solub ilizacdo do fésforo

Os resultados obtidos, em meio liquido NBRIP, mostraram que a levedura T.
globosa (6S01) possui significativa capacidade de solubilizar fosfato tricalcico
(Figura 5 e Tabela 4). Nos ensaios em diferentes temperaturas de incubacao, a
levedura solubilizou até 29,86% do fosforo total contido no meio de cultura (Tabela
4). Os resultados foram semelhantes aos obtidos por Mundra et al (2011), que
estudaram a levedura Rhodotorula sp. PS4, capaz de solubilizar valores entre 24 a
28% do fésforo contido no meio de cultura, em cinco dias de incubacdo. Outras
leveduras estudadas apresentaram taxas inferiores de solubilizacdo, de 10,93% e
14,3%, conforme os trabalhos de Xiao et al. (2008) e Xiao et al. (2013),

respectivamente.
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Tabela 4. Concentracdo de fosforo solavel (mg/L) e taxa de solubilizacao,

obtidos apés 5 dias de incubacédo, em diferentes tem  peraturas.

Tratamento Condicao Temp. Média + desvio Taxa de
padrao solubilizacdo
T5 Fosfato + levedura 25°C 298,611 + 9,810 a 29,86% a
T8 Fosfato + levedura 20°C 276,250 + 20,289 a 27,62% a
T2 Fosfato + levedura 30°C 267,222 + 33,402 a 26,72% a
T6 Fosfato 25°C 4,792+ 0,625 b 0,47% b
T1 Levedura 30°C Ob Ob
T4 Levedura 25°C Ob Ob
T7 Levedura 20°C Ob Ob
T9 Fosfato 20°C Ob Ob
T3 Fosfato 30°C Ob Ob

Fonte: préprio autor.

Figura 5. Quantificacdo de fosforo soluvel pela met  odologia de Strickland &
Parson (1960): (a) ensaio com levedura (b) ensaio ¢ om fosfato (c) ensaio com
levedura + fosfato. Quanto mais escura a amostra, m  aior a concentracao de

fésforo soltvel.

Fonte: préprio autor.

Ndo foi encontrada diferenca significativa na solubilizacdo de fdsforo
avaliando os trés diferentes niveis de temperatura (20°C, 25°C e 30°C) (Tabela 4).
Assim, dentro da faixa de temperatura considerada, ndo houve variagédo significativa
no processo de solubilizacdo. Resultados diferentes, porém, foram encontrados nos
trabalhos de Xiao et al. (2008), Narsian et al. (2010) e Mundra et al. (2011).
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Conforme Xiao et al. (2008), a levedura Candida krissi solubilizou, em
experimento in vitro, aproximadamente, 8% do fosfato total quando incubada a uma
temperatura de 20°C; e 11% quando incubada a 30°C, mostrando que essa variagao
de 10°C de temperatura influenciou significativamente o processo. A levedura
testada por Narsian et al. (2010), da espécie Debaryomyces hansenii, apresentou
variacdo significativa na solubilizagdo de fosfato em intervalos também pequenos de
temperatura, sendo que a 28°C o processo foi significativamente superior que a
35°C. Mundra et al. (2011) observaram que nas temperaturas de 20, 25 e 30°C, a
solubilizacdo de fosforo pela levedura Rhodotorula sp. apresentou-se
significativamente diferente, aumentando conforme o aumento da temperatura neste
intervalo.

Ao contrario dos resultados de Xiao et al. (2013) para a espécie Candida
krissi, anteriormente descritos, outras quatros espécies de levedura testadas por ele
(Rhodotorula sp, Candida rugosa, Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces
rouxii), ndo apresentaram diferenca significativa na solubilizacdo de fosfato quando
incubadas em diferentes temperaturas (20, 25 e 30°C). A levedura testada neste
trabalho, bem como as leveduras estudadas por Xiao et al. (2013), podem, desta
forma, apresentar vantagem industrial ou agricola, visto que o0 processo de
solubilizacdo ocorre numa ampla faixa de temperatura, sem apresentar variacao
significativa dos resultados.

A variavel pH final do meio também né&o apresentou diferenca com a variacéo
de temperatura, conforme descrito na Tabela 5. Foi possivel observar grande
variacdo do pH do meio nos tratamentos com a presenca da levedura, de até trés
unidades no pH. Esta significativa queda pode sugerir que a levedura seja capaz de
produzir e liberar 4cidos organicos, conforme foi observado nos trabalhos descritos
por Xiao et al. (2008) e Xiao et al. (2013). Os resultados também podem sugerir que
a levedura seja capaz de liberar acidos inorganicos ou ions hidrogénio, fatores que
também promovem a solubilizacdo do fosfato. Entretanto, mais estudos séo
necessarios para caraterizacado dos compostos extracelulares liberados no meio.

Os estudos com solubilizacdo da literatura mostram uma queda acentuada no
pH, que varia até trés unidades, nos ensaios com a presenca de fosfato e da
levedura em meio de cultura (XIAO et al., 2008; XIAO et al. 2012). Assim, a queda
no pH nos ensaios com a presenca da levedura e do fosfato neste trabalho foi menor

do que a esperada, com variacdes de até uma unidade (Tabela 5).
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Tabela 5. Média obtida para valor de pH final nos e nsaios com diferentes

temperaturas.
Tratamento Condicao Temperatura pH final
(Média + desvio padrao)
T9 Fosfato 30°C 7,40 + 0,0608 a
T6 Fosfato 25°C 7,33 +£0,1626 a
T3 Fosfato 20°C 7,27 £ 0,0839 ab
T8 Fosfato + levedura 30°C 6,34 + 0,0693 bc
T5 Fosfato + levedura 25°C 6,22 £0,1328 ¢
T2 Fosfato + levedura 20°C 6,07 £ 0,9303 c
T7 Levedura 30°C 4,07 +£0,3551d
T4 Levedura 25°C 3,98 +0,0586d
T1 Levedura 20°C 3,76 £0,0709d

Fonte: proprio autor.

A baixa queda no pH pode ter ocorrido pela formacdo de compostos, a
medida que o fésforo e o calcio eram solubilizados, que atuavam na alcalinidade do
meio. Durante a preparacdo do meio de cultura, foi observado que a presenca de
fosfato tricalcico causava uma dificuldade no ajuste do pH com solugéo &cida de HCI
IN (resultados nédo publicados). Assim, o fosfato tricalcico mostrou acao
alcalinizante no meio, o que pode explicar a baixa queda no pH em alguns ensaios.

Pode ser ainda que o pH tenha se apresentado mais alto, no final dos cinco
dias, devido a lise e morte celular, um dos fatores que atuam na alcalinidade do
meio conforme lllmer & Schinner (1992). Ou ainda isso pode ter ocorrido pelo
consumo dos &cidos organicos produzidos como fonte de carbono pelo micro-
organismo, conforme observado no experimento de Rodriguez et al. (2000).

O experimento realizado por lllmer & Schinner (1992) com solubilizacdo de
fosfato de calcio por Pseudomonas sp. e Penicillum sp. mostrou que grandes
variacbes no pH podem ocorrer durante o ensaio de solubilizacéo. Eles observaram
que, para ambos micro-organismos, o pH inicial do meio caiu de 7,0 para valores
proximos a 5,0 nos primeiros quatro dias de experimento, que pode ter sido causado
pela producéo de protons e &cidos organicos. Entretanto, a partir do 4° dia, ocorreu

um aumento constante do pH atingindo valores de 6,0 a 7,0. Apesar da alcalinidade,
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o teor de fosforo soltvel continuou aumentando, atingido o maior valor aos oito dias
para Penicillum sp e aos 13 dias para Pseudomonas sp. Essas flutuacbes podem
ocorrer devido a morte celular e liberacdo do fosforo antes imobilizado na célula, e
também pela formacdo de compostos organo-fosforados e posterior liberacdo, a
medida que os micro-organismos necessitam de fonte de carbono e nutrientes,
processos que podem ocorrer sem a mudanca de pH. Assim, ndo necessariamente
uma queda maior de pH pode indicar o momento de maior concentracéo de fosforo
solavel no meio (ILLMER & SCHINNER, 1992).

Outra causa da pouca variagdo no pH pode estar relacionada a mecanismos
de solubilizacdo que ndo envolvem a producdo de acidos organicos e protons.
Mecanismos como a producdo de exopolissacarideos (YI et al., 2008) e também a
producdo de agentes quelantes de fons Ca®', que atuam na formacéo de cristais de
oxalato de calcio na parede celular dos micro-organismos, podem estar envolvidos
em processos de solubilizagéo de fosfato de calcio por fungos (BEEVER & BURNS,
1980). Seriam necessarios mais estudos para analisar a possivel ocorréncia desses
mecanismos, que nao foram realizadas nesse trabalho.

Nao foi possivel realizar a contagem do ndmero de células totais do meio de
cultivo, em camara de Neubauer, ap0s cinco dias de incubagédo. Isso ocorreu porque
nos ensaios com presenca do fosfato tricalcico da levedura foi observada a
ocorréncia de floculacdo das células, impedindo a contagem, conforme ilustrado na
Figura 6.

Figura 6. Floculacdo nas células de T. globosa (6S01), visualizadas em camara

de Neubauer. Foto obtida em microscépio optico, com aumento de 400x.

Fonte: préprio autor.
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A absorbéancia de células (660 nm) foi realizada e pode ser usada para
diferenciar o crescimento celular nas condi¢cdes testadas, mas nao reflete total
exatidao, visto que as células apresentavam floculacdo, o que pode influenciar a
leitura em espectrofotdbmetro. Assim, ndo foi possivel a conversdo dos valores de
absorbancia para concentracdo de células no meio, sendo mantidos os valores de
absorbéancia (660 nm) (Tabela 6). A absorbancia de células, obtida em comprimento
de 660 nm, mostrou que o crescimento foi significativamente superior nos ensaios
com presenca de fosfato e da levedura, em comparacéo aos ensaios sem fosforo e
com levedura, conforme pode ser visto na Tabela 6. Esse resultado ja era esperado,
visto que o0s micro-organismos necessitam de fosforo como nutriente para o seu
metabolismo.

Foi observado ainda que a temperatura de 25°C favoreceu o crescimento da
levedura em comparagdo a temperatura de 20°C (Tabela 6) embora esse maior
crescimento ndo tenha afetado significativamente a solubilizacéo de fosfato tricélcico
(Tabela 4). Visto que a levedura T. globosa (6S01) apresentou maior crescimento na
temperatura de 25°C, essa temperatura foi mantida para os ensaios com diferentes

niveis de pH inicial e diferentes niveis de agitagao.

Tabela 6. Média obtida para valor de absorbancia (6 60 nm) nos ensaios com

diferentes temperaturas.

Tratamento Condicao Temperatura Absorbancia

(Média + desvio padrao)

T5 Fosfato + levedura 25°C 2,2753 +0,3404 a
T2 Fosfato + levedura 30°C 1,8813 +0,2122 ab
T8 Fosfato + levedura 20°C 1,6220 +0,0381 b
T1 Levedura 30°C 0,1737 £0,0234 ¢
T4 Levedura 25°C 0,1663 + 0,0262 ¢
T7 Levedura 20°C 0,1273 £0,0210 c
T3 Fosfato 30°C Oc
T6 Fosfato 25°C Oc
T9 Fosfato 20°C Oc

Fonte: préprio autor.
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5.3 Influéncia de diferentes niveis de pH na solubi  lizac&o do fosforo

N&o foi encontrada diferenca significativa na solubilizacdo de fosforo para os
ensaios com diferentes valores de pH inicial do meio (3,0; 5,0 e 7,0), conforme pode
ser visto na Tabela 7. O resultado encontrado neste trabalho foi diferente dos
registrados na literatura, que apresentaram diferenca significativa na solubilizacao
do fosfato tricalcico por leveduras em diferentes valores de pH inicial do meio de
cultura (XIAO et al., 2008; NARSIAN et al. 2010; MUNDRA et al., 2011; XIAO et al,
2013).

Tabela 7. Concentracdo de fosforo soluvel (mg/L) e taxa de solubilizacao,

obtidos ap0s 5 dias de incubacéo, em diferentes val ~ ores de pH inicial do meio.

Tratamento Condicao pH inicial Média + desvio Taxa de
padrédo solubilizacao
T2 Fosfato + levedura 3 305,694 £ 0,915 a 30,57% a
T8 Fosfato + levedura 7 298,611+ 9,810 a 29,86% a
T5 Fosfato + levedura 5 296,111 + 30,997 a 29,61% a
T3 Fosfato 3 6,249 + 1,667 b 0,62% b
T9 Fosfato 7 4,792 + 0,625 b 0,48% b
T6 Fosfato 5 Ob Ob
T1 Levedura 3 Ob Ob
T4 Levedura 5 Ob Ob
T7 Levedura 7 Ob Ob

Fonte: préprio autor.

Xiao et al. (2013) observaram que a variacdo do pH inicial de 5,0 para 3,0
causou diferenca significativa na solubilizacdo de fosforo pelas leveduras
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces rouxii, Candida rugosa e Rhodotorula
sp. A levedura Saccharomyces rouxii foi capaz de solubilizar cerca de 6,5% do
fosfato total em meio de cultura com pH inicial 3,0, enquanto que em pH 5,0,
solubilizou cerca de 14,3%. A variagdo do pH inicial de 5,0 para 7,0 também
proporcionou diferenca na solubilizacdo de fosfato para Saccharomyces rouxii e
Saccharomyces cerevisiae, sendo que em pH 7,0 houve grande diminuicdo do

fosforo soluvel.
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Mundra et al (2011) observaram que em pH inicial 3,0, a levedura
Rhodotorula sp solubilizou 24,3% do fésforo total no meio, enquanto que em pH 5,0
solubilizava 27,17%, valores significativamente diferentes. Narsian et al. (2010)
também observaram diferenca significativa para os niveis de pH inicial de 3,0; 5,0 e
7,0 na solubilizacdo de fosfato por Debaryomyces hansenii, obtendo melhor
resultado para o pH mais baixo.

Assim, a levedura T. globosa (6S01) foi a Unica, dentre as citadas na
literatura, que ndo apresentou variacdo na solubilizacdo de fosfato para os trés
valores de pH inicial do meio, 0 que a torna interessante para aplicagcdes industriais
e agricolas, visto que atua, sem variacdes significativas, numa ampla faixa de pH.

Para a variavel resposta pH final do meio, medido apds cinco dias de
incubacédo, houve um comportamento similar ao ocorrido nos ensaios com diferentes
niveis de temperatura. Novamente, foi observado uma queda de até trés unidades
nos valores de pH nos ensaios sem fosfato e com a presenca da levedura, o que
sugere que ela seja capaz de acidificar o meio (Tabela 8). Entretanto, nos ensaios
qgue continham fosfato tricélcico, o pH final foi maior, provavelmente em funcdo dos
mecanismos citados no item 5.2, como a lise e morte celular, consumo de acidos

organicos ou formacao de compostos que atuam na alcalinidade do meio.

Tabela 8. Média obtida para valor de pH final nos e nsaios com diferentes niveis

de pH inicial.
Tratamento Condicéo pH inicial pH final
(Média + desvio padrao)
T9 Fosfato 7 7,33 £0,1626 a
T6 Fosfato 5 7,27 £ 0,0058 a
T3 Fosfato 3 7,09 £ 0,0950 a
T2 Fosfato + levedura 5 6,39 +0,1300 b
T5 Fosfato + levedura 3 6,26 +0,0153 b
T8 Fosfato + levedura 7 6,22 +0,1328 b
T7 Levedura 7 3,98 + 00,0586 ¢
T4 Levedura 5 3,57 +0,1562 c
T1 Levedura 3 2,82 +0,0907 d

Fonte: préprio autor.
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Para avaliacdo da variavel resposta crescimento celular, valores de
absorbancia (660 nm) revelaram que o melhor pH inicial para crescimento da
levedura € de 7,0, conforme pode ser visto na Tabela 9. Entretanto, o maior
crescimento nao afetou significativamente a solubilizagcdo do fosfato tricélcico
(Tabela 7). Visto que houve maior crescimento da levedura T. globosa (6S01) em pH
inicial 7, esse valor de pH inicial foi mantido, assim como a temperatura de 25°C,

para os ensaios com diferentes velocidades de agitacéo.

Tabela 9. Média obtida para valor de absorbancia (6 60 nm) nos ensaios com

diferentes niveis de pH inicial.

Tratamento Condicéo pH inicial Absorbancia

(Média + desvio padrao)

T8 Fosfato + levedura 7 2,2753 £0,3404 a
T5 Fosfato + levedura 5 1,7150 £ 0,0050 b
T2 Fosfato + levedura 3 1,5173+£0,1154 b
T1 Levedura 3 0,3410+£0,0079 c
T4 Levedura 5 0,2657 £0,0197 c
T7 Levedura 7 0,1663 £ 0,0262 c
T3 Fosfato 3 Oc
T6 Fosfato 5 Oc
T9 Fosfato 7 Oc

Fonte: proprio autor.

5.4 Influéncia da velocidade de agitacdo na solubil  izacédo do fosforo

A andlise de fbésforo soluvel demonstrou que ndo existem diferencas
significativas para os niveis de agitacdo testados (0, 100, 150 e 200 rpm), conforme
a Tabela 10. Este resultado difere do encontrado por Narsian et al. (2010) e Xiao et
al. (2008). Narsian et al. (2010) observaram que a auséncia de agitacdo aumenta até
duas vezes a solubilizacdo de fésforo pela levedura Debaryomyces hansenii em
comparacao a agitacao de 180 rpm. Em contrapartida, Xiao et al. (2008) observaram
que para a levedura Candida krissii, a melhor agitacdo é de 160 rpm, sendo que
agitacdo de 100 e 200 rpm prejudicam significativamente o processo de

solubilizagéo.
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Tabela 10. Concentracdo de fésforo soluvel (mg/L) e taxa de solubilizacao,
obtidos apds 5 dias de incubacédo, em diferentes vel  ocidades de agitacao.

Tratamento Condicéo Agitagéo Média + desvio Porcentagem
(RPM) padréo
T2 Fosfato + levedura 0 348,750 £ 25,874 a 34,87% a
T5 Fosfato + levedura 100 347,222 +7,821 a 34,72% a
T11 Fosfato + levedura 200 301,972 + 38,659 a 30,19% a
T8 Fosfato + levedura 150 298,611 +£ 9,810 a 29,86% a
T6 Fosfato 100 19,375 +£6,042 b 1,94% b
T12 Fosfato 200 7,917 +£0,833 b 0,79% b
T9 Fosfato 0 5,625+0,751 b 0,56% b
T3 Fosfato 150 4,792 £0,625 b 0,48% b
T10 Levedura 0 Ob Ob
T1 Levedura 100 Ob Ob
T4 Levedura 150 Ob Ob
T7 Levedura 200 Ob Ob

Fonte: proprio autor.

O pH final avaliado nos ensaios apresentou um padrédo bastante parecido com
0 obtido nos testes com variagdo de temperatura. Ocorreu uma pequena queda do
pH nos ensaios com a presenca do fosfato e presenca da levedura, e grande queda
Nos ensaios com a presenca apenas da levedura, ambas com diferenca significativa
em relacdo aos ensaios sem a presenca da levedura (Tabela 11).

Nos ensaios com a presenca da levedura e do fosfato, houve maior queda do
pH nos niveis de agitacdo de 100 e 200 rpm do que na auséncia de agitacao (Tabela
11), porém isso nao interferiu no processo de solubilizacdo do fosfato (Tabela 10).
Pode-se assim concluir que a acidificacdo ndo seja o Unico fator que influencia a
solubilizagc&o neste caso, como discutido anteriormente.

A absorbancia de células, medida no comprimento de onda de 660 nm,
revelou que a agitacdo de 150 rpm € a melhor para o crescimento celular, embora
iIsso ndo tenha afetado o processo de solubilizagdo, conforme pode ser visto na
Tabela 12. Isso estd em conformidade com o experimento realizado por Cangussu
(2003) que observou que uma maior aeracao pode aumentar a multiplicacéo celular,
porém isso ndo significa uma maior producdo de metabdlitos como acidos organicos,

que neste caso podem influenciar a solubilizagédo do fosforo.
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Tabela 11. Média obtida para valor de pH final nos ensaios com diferentes

niveis agitagao.

Tratamento Condicao Agitacao (RPM) pH final
(Média + desvio padrao)
T9 Fosfato 200 7,40 £ 0,0400 a
T3 Fosfato 100 7,36 £ 0,0580 a
T6 Fosfato 150 7,33+0,1626 a
T12 Fosfato 0 7,29 £0,1626 a
T11 Fosfato + levedura 0 6,47 +0,1473 b
T5 Fosfato + levedura 150 6,22 +0,1328 bc
T8 Fosfato + levedura 200 6,13 +0,4157 c
T2 Fosfato + levedura 100 6,00 £0,1159 ¢
T4 Levedura 150 3,98 + 0,0586 d
T10 Levedura 0 3,83 + 00,0586 de
T7 Levedura 200 3,64 +0,0416 ef
T1 Levedura 100 3,43 £ 00,1058 f

Fonte: préprio autor.

Tabela 12. Média obtida para valor de absorbancia (

diferentes niveis agitacéo.

660 nm) nos ensaios com

Tratamento Condicao Agitacdo (RPM) Absorbancia
(Média + desvio padrao)

T5 Fosfato + levedura 150 2,2753 +0,3404 a
T2 Fosfato + levedura 100 1,7150 £ 0,0830 b
T8 Fosfato + levedura 200 1,5033 £ 0,1155 bc
T11 Fosfato + levedura 0 1,2927 £ 0,1424 c
T4 Levedura 150 0,1663 + 00,0093 d
T10 Levedura 0 0,1640 £ 0,0071 d
T1 Levedura 100 0,1163 £ 0,0093 d
T7 Levedura 200 0,1110 £ 0,0020d
T12 Fosfato 0 od

T3 Fosfato 100 od

T6 Fosfato 150 od

T9 Fosfato 200 od

Fonte: proprio autor.
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Os resultados obtidos mostraram que a levedura T. globosa (6S01) possui
atuacao eficiente numa ampla faixa de velocidade de agitacdo, outro fator que a
torna interessante para aplicagcdes industriais e agricolas. O fato da levedura
utilizada neste trabalho, bem como a estudada por Narsian et al. (2010), serem
capazes de solubilizar de forma eficiente fésforo em condigdo sem agitagéo as torna
ainda mais interessante. Esse fato pode ser usado como vantagem na aplicagéo do
micro-organismo no solo, em especial em ambiente compactado, com baixa
concentracdo de oxigénio. Além disso, pode ser considerado que em aplicacdes
industriais, como na producédo de biofertilizantes, pois a ndo obrigatoriedade na

aeracédo da cultura possibilita maior economia em energia e infraestrutura.

5.5 Paradmetros cinéticos do processo in vitro de solubilizacéo de fésforo

Para avaliacdo de parametros cinéticos do processo de solubilizagdo, o
experimento foi realizado considerando as condi¢des pré-determinadas pelos testes
anteriores (auséncia de agitacdo, temperatura de 25°C e pH inicial de 7,0). Foram
realizadas avaliacbes da quantidade de fésforo solavel (mg/L), pH do meio de cultivo
e absorbancia de células (660 nm) em intervalos de 24 horas, em um total de 168
horas. Em apenas 24 horas, a levedura 6S01 foi capaz de solubilizar 356,528 mg/L
(35,65%) do fosforo contido no meio, atingindo o valor maximo liberado, apés 48
horas de incubacao, de 419,861 mg/L (41,99%) (Tabela 13).

No estudo de Xiao et al. (2013), as leveduras Rhodotorula sp., Candida
rugosa, Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces rouxii foram capazes de
solubilizar valores aproximados de 3% do fosforo total em 24 horas de cultivo.
Valores entre 4 e 6% foram conseguidos em trés dias de incubacgao (72 horas) e
apenas com cinco dias de incubacao (120 horas) foi possivel alcancar valores de
fosforo solubilizado entre 9% a 12% do fésforo total. Assim, a levedura avaliada
neste trabalho apresentou maior porcentagem de solubilizagdo, em menor tempo do
que as linhagens avaliadas por Xiao et al. (2013).

Para a variavel pH final do meio de cultivo, observou-se a ocorréncia de uma
queda de aproximadamente uma unidade no intervalo entre 0 e 24 horas (Tabela
14). Neste intervalo, também ocorreu maior solubilizacdo de fosforo, o que pode
estar relacionado a producéo de 4cidos e protons pela levedura (Figura 7). Apos 72

horas (3 dias) de incubacédo, o pH do meio comecou a subir, assim como descrito no
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experimento de llimer & Schinner (1992), com um aumento constante do pH,
atingindo valores entre 6,0 e 7,0 no periodo de 96 horas. Conforme citado
anteriormente, a alcalinidade pode ter sido induzida pela lise e morte celular,
formacdo de compostos ou ainda pelo consumo de &acidos organicos no meio
(ILLMER & SCHINNER, 1992; RODRIGUEZ et al., 2000).

Tabela 13. Concentracdo de fosforo solavel (mg/L) e taxa de solubilizacéo

obtidos nos ensaios analisados em intervalos de 24 horas.

Tratamento Condicéo Tempo Média + Porcentagem
(horas) desvio padrao

TO Fosfato + levedura 0 Ob 0Ob

T1 Fosfato + levedura 24 356,528 + 18,325 a 35,65% a
T2 Fosfato + levedura 48 419,861 +11,534 a 41,99% a
T3 Fosfato + levedura 72 350,972 £ 30,317 a 35,10% a
T4 Fosfato + levedura 96 356,528 £ 38,271 a 35,65% a
T5 Fosfato + levedura 120 348,750 £ 25,874 a 34,87% a
T6 Fosfato + levedura 144 351,389 £+ 37,296 a 35,14% a
T7 Fosfato + levedura 168 394,861 + 36,463 a 39,49% a

Fonte: préprio autor.

Tabela 14. Média obtida para valor de pH final nos ensaios analisados em

intervalos de 24 horas.

Tratamento Condicao Tempo (horas) pH

(média + desvio padrdo)

T0 Fosfato + levedura 0 7,00 £0,2933 a
T1 Fosfato + levedura 24 5,89 + 0,0416 de
T2 Fosfato + levedura 48 6,01 + 0,0208 d
T3 Fosfato + levedura 72 6,74 £ 0,0529 b
T4 Fosfato + levedura 96 6,92 + 0,0305 ab
T5 Fosfato + levedura 120 6,47 £0,1473 c
T6 Fosfato + levedura 144 6,30 £ 0,0954 c
T7 Fosfato + levedura 168 5,71+0,0781 e

Fonte: proprio autor.
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Figura 7. Liberacdo de fosforo soluvel (mg/L) e var iagdo do pH final em
intervalos de 24 horas.
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Fonte: proprio autor.

A absorbéancia de células (660 nm) mostrou que a fase log de T. globosa
(6S01) se estendeu até o periodo de 72 horas (3 dias). A partir do periodo de 72
horas, foram alcancados valores constantes de crescimento o que indica uma fase
estacionaria (Tabela 15 e Figura 8). Foi possivel observar que o periodo de maior
solubilizacdo de fosfato ocorreu no inicio da fase log (Figura 8), coincidindo com o
periodo de maior acidificacdo do meio (Figura 7).

Em conformidade, Chociai et al. (2002) observaram uma diminui¢cédo do pH na
fase log em seus estudos com a levedura Phaffia rhodozyma. Chociai et al. (2002)
estudaram a cinética da producdo do carotenoide astaxantina por P. rhodozyma,
cultivada em caldo de cana diluido, e observaram que no inicio da fase exponencial
0 pH apresentava queda de aproximadamente uma unidade, voltando a aumentar no
final desta fase, em 24 horas de incubag&o. Conforme os estudos de Johnson & An
(1991), a queda no pH na fase log da levedura P. rhodozyma pode ocorrer pela
liberacdo de acidos organicos intermediarios do acido citrico e outros metabdlitos

produzidos.
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Tabela 15. Média obtida para valor de absorbéncia ( 660 nm) nos ensaios
analisados em intervalos de 24 horas.

Tratamento Condigao Tempo (horas) Absorbancia
(média + desvio padrao)

T1 Fosfato + levedura 24 0,197 £0,0130 c
T2 Fosfato + levedura 48 1,148 £ 0,1567 b
T3 Fosfato + levedura 72 1,477 +0,0639 a
T4 Fosfato + levedura 96 1,453 £0,0580 a
TS Fosfato + levedura 120 1,293 £0,1424 ab
T6 Fosfato + levedura 144 1,321 £ 0,0533 ab
T7 Fosfato + levedura 168 1,421 +0,0273 a

Fonte: proprio autor.

Figura 8. Liberacdo de fosforo soluvel (mg/L) e abs  orbancia de células (660

nm) em intervalos de 24 horas.
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Fonte: préprio autor.

Assim, é possivel que durante a fase log de T. globosa (6S01) tenha ocorrido
maior producdo de &cidos e outros metabdlitos, 0 que consequentemente induziu a
queda no pH e maior solubilizacdo de fosforo neste periodo. Porém, mais estudos
sdo necessarios para identificar e quantificar a producéo de metabdlitos.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho, foram obtidos seis isolados de leveduras rizosféricas, dois de
rizosfera de milho e quatro de rizosfera de cana-de-acUcar. O baixo numero de
isolados esta de acordo com alguns trabalhos na literatura que mostram um numero
pequeno de leveduras presentes em rizosfera, em comparacao a outras regides da
planta e a outros micro-organismos presentes nesta regiao.

O ensaio com meio soOlido BDYA mostrou que todos os isolados eram
capazes de solubilizar fosfato tricalcico, sendo que cinco isolados apresentaram
baixa capacidade para solubilizacdo, enquanto um dos isolados, codificado como
6S01, e identificado como da espécie Torulaspora globosa, apresentou capacidade
média de solubilizacao.

T. globosa foi avaliada quanto a sua capacidade de solubilizacdo de fosfato
tricalcico em meio liquido NBRIP, e foi capaz de solubilizar valores entre 26% e 42%
do fésforo total do meio, taxa superior as de outras leveduras encontradas na
literatura.

Os ensaios com diferentes condigcbes mostraram que nao existe diferenca
significativa na solubilizacdo de fésforo para diferentes niveis de temperatura (20°C,
25°C e 30°C), pH inicial (3, 5 e 7) e agitacdo (0, 100, 150 e 200 rpm) testados,
embora esses fatores tenham afetado significativamente o crescimento do micro-

organismo. Ensaio realizado, com amostragens a cada 24 horas, mostrou que a
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levedura foi capaz de atingir o pico de solubilizacdo ap6s 48 horas de incubacéo
(41,99%).

A rapidez e baixa influéncia dos fatores ambientais no processo de
solubilizacdo tornam essa linhagem interessante para aplicacbes industriais e
agricolas.

As andlises de absorbancia de células (660 nm) mostraram que a eficiéncia
na solubilizacdo do fosforo ndo esta diretamente relacionamento ao maior
crescimento celular. As analises de pH, por sua vez, sugerem que a eficiéncia da
solubilizagéo esté relacionada a acidificacdo do meio, o que pode sugerir que entre
0s mecanismos de solubilizacéo pela levedura 6S01 estéo incluidos a producéo de
acidos organicos, inorganicos ou protons, em conformidade com o que estéa relatado
na literatura. Mais estudos sdo necessarios para identificar os acidos ou outras

substancias que possam atuar como agentes da solubilizacéo.
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Apéndice 1

Curva padrdo para quantificacdo de fésforo solavel.

concentracdes conhecidas de fésforo solavel e medid

comprimento de onda de 880 nm.
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Fonte: proprio autor.



Apéndice 2

Comparacéao da sequéncia genética obtida do isolado
fornecidas nos bancos do GenBank, através do progra

a2

& Cc 0N ‘ & httpsy/blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1102646294

11 Alignments

o

59

6S01 e sequéncias
ma BLAST

Description sr\gz:(e :—::,1 f:fg v;ue Ident = Accession
(1] Torulaspora globosa culture-collection CBS:6216 |arae subunit ribosomal RNA gene. partial sequence 1086 1086 100% 0.0 100% KY1098641
[J Torulaspora sp. APSS 805 genomic DNA containing 188 rRNA gene. ITS1. 5.65 (RNA gene. [TS2and 28 1086 1086 100% 0.0 100% HE5746391 I
(1] Torulaspora indica culture-collection CBS:12408 large subunit ibesomal RNA gene, partial sequence 1081 1081 100% 0.0 99% Ky1088711
{Z) Torulaspora globosa culture-collection CBS:2852 large subunitribosomal RNA gene. partial sequence 1081 1081 100% 0.0 99% KY108867.1
() Torulaspera sp. AP 18 genomic DNA containing 188 rRNA gene, ITS1, 5.88 rRNA gene. ITS2 and 28SrR 1081 1081 100% 0.0 99% HEG75660.1
] Torulaspora sp. PBA 22 genomic DNA containing 185 rRNA gene. ITS1. 5.85 rRNA gene. [TS2 and 2851 1081 1081 100% 0.0 99% HES575666.1
) Torulaspora globosa culture-collection CBS:6637 large subunitribosomal RNA gene. partial sequence 1075 1075 100% 0.0 99% KY109869.1
[ Toruiaspora globosa culture-collection CBS:6638 Iarge subunitribosomal RNA gene. partial sequence 1075 1075 100% 0.0 99% KY109862.1
() Torulaspora globosa culture-collection CBS:6636 large subunit ribosomal RNA gene. partial sequence 1074 1074 99% 0.0 99% KY1098611
[ Torulaspora globosa culture-collection CBS:5503 large subunitribosomal RNA gene. partial sequence 1070 1070 100% 0.0 99% KY1088701
[ Torulaspora globosa culture-collection CBS:5500 large subunitribosomal RNA oene.partial sequence 1070 1070 100% 0.0 99% KY1088661
(7] Torulaspora globosa culture-collection CBS:764 large subunit ribosomal RNA gene. partial sequence 1070 1070 100% 0.0 99% KY1008651
() Torulaspora globosa strain CBS 2047 268 ribosomal RNA gene. partial sequence 1070 1070 100% 0.0 99% KF300888.1
[J Torulaspora globosa gene for 268 rRNA, partial sequence. strain: LY10 1059 1059 97% 00 100% AB4990151
) Torulaspora sp. DMKU-5V01 gene for 265 rRMA, partial sequence. specimen voucher: DMKULSVD1 1053 1053 97% 00 99% AB8366a41
[Z) Torulaspora globosa strain CBS 764 265 ribosomal RNA gene. partial sequence 1050 1050 98% 00 99% KF300889.1
() Torulaspora pretoriensis culture-collection CBS:11124 large subunit ibosomal RNA gene, partial sequer 1048 1048 100% 0.0 99% KY109883.1
[C] Torulaspora pretoriensis culture-collection CBS:11121 large subunit ibosomal RNA gene. partial sequer 1048 1048 100% 0.0 99% KYy1089882.1
0] Torulaspora pretoriensis culture-collection CBS:11123 large subunit ibosomal RMA gene, partial sequer 1042 1042 100% 0.0 99% KY109880.1
{Z) Torulaspora pretoriensis strain CBS 2187 265 ribosomal RNA gene. partial sequence 1042 1042 100% 00 99% KF300887.1
[J) Torulaspora globosa 268 ribosomal RNA gene. partial sequence 1042 1042 97% 0.0 99% U72166.1
] Torlasngra nretoriensis cultire-colle 100 larae subunitihosomal RN 1035 1035 _100% 00 98% Kyt 098611 i
< C 1 | & https:/blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr 1102646294 Q ¥ | bad :
W _Duwnload + GenBank Graphics ¥ Mext & Descriptions _4
Torulaspora globosa culture-collection CBS:5216 large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: KY 109864 1 Length: 914 Number of Matches: 1
Related Information
Range 1: 15 to 602 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
1086 bits{588) 0.0 588/588(100%) 0/588(0%) Plus/Plus
Query 1 GGAGGAAAAGAAACCAACCOEGATTGCCTCAGTAACGGCEAGT GAAGTGEET, GCTCA 6
v 15 MBI T Ty,
Query 61  AATTTGAAATCTGGTACCTTCGGTGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAAGGTAACTTTGOGEE 120
wetiganitinititittinnilm it i) e
Query 121 TGGTCCTTGTCTATGTTCCTTGGAACAGGACGTCATAGAGGGTGAGAATCCCOTATGECG 182
e 15 IS A o
Query 181 AGGATCCCAGTTCTATGTAAAGTGLTTTCGAAGAGTCGAGTTGTT TGGGAATGCAGCTCT 24@
g it i i il e
Query 241 AAGTGGOTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAATATTGOCCAGAGACCGATAGCGAACLAGT 308
Ny iyttt
Query 381 ACACTGATGOAAAGATGAAAAGAACTTTGRAAAGAGAGTGAARAAGTACGTGAAATTGTT 36€
woentyiltlssmtinmomitinyoninint il i
Query 361 GAAAGGGAAGGGCATTTGATCAGACATGGTGTTTTGCGCCCTCTGCTCCTCOTGOETGEE 422
pngy ity i
Query 421 GGAATCTCGCAGCTCACTGGGCCAGCATCAGTTTTGOCCGTAGGATAAATCTGCAGGAAT 482
o s SURMA S e
Query 481 GTAGCTTGCTTCGECAAGTETTATAGCCTGTTGARATACTGCCAGCCGGGACTGAGGACT 540
by it i A
Query 541 GCGACTTTTAGTCAAGGATGCTGGCATAATGGTTATATGCCGCCCGTC 588
eyt il it
BlDownload + GenBank Graphics ¥ Mext A Previous 4 Descriptions
T 1. ADCC ONC DIk A o A0 OIRLA ITO4 O DAA ITo D o A0 cOIRLA mEesie AT =z

Fonte: préprio autor.



