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RESUMO

A relacdo ecoldgica existente entre plantas e micro-organismos € bastante conhecida, no
entanto, o potencial biotecnoldgico dos micro-organismos habitantes do solo de regides
semiaridas ainda é sub-explorado. Dessa forma, objetivo desta pesquisa foi quantificar e
isolar bactérias solubilizadoras de fosfatos (CaHPQOs), contidas nas raizes de uma
cactacea do género Cereus, coletadas no bioma da Caatinga (municipio de Irauguba,
estado do Ceard). Para isso, foram quantificadas bactérias heterotroficas cultivaveis
(BHC) e bactérias solubilizadoras de fosfato (BSF) através do método de contagem
padrdo em placas (CPP), utilizando &gar padrdo de contagem (PCA) e agar GL,
respectivamente. Foram realizados testes de coloracdo de Gram, catalase, O/F para
glicose e agregacgdo para caracterizagdo fenotipica das cepas isoladas. As contagens de
BHC e BSF apresentaram valores de 4,62x10° UFC/g e 3,475x10" UFC/g,
respectivamente. Um percentual de 75% da populacdo de BSF compds a microbiota
total encontrada nas raizes das amostras de Cereus. Foi possivel observar que 73% dos
isolados apresentaram morfologia de bastonetes Gram-negativos, 18% de bastonetes
Gram-positivos e 9% de cocos Gram-positivos. A maioria dos isolados (91%)
apresentou metabolismo oxidativo e fermentativo (O/F) para glicose e presenca da
enzima catalase, enquanto a capacidade de agregacdo em vidro foi observada em todas
as cepas testadas. Portanto, novas pesquisas devem ser incentivadas, a fim de ampliar os
conhecimentos sobre o potencial biotecnoldgico de bactérias do solo da caatinga e que
fornecam subsidios ao desenvolvimento de estratégias para o melhoramento da
eficiéncia da fertilizacdo e desenvolvimento vegetal.

Palavras chave: bioprospecc¢éo, biotecnologia, semiarido, microbioma, cactéacea.

ABSTRACT

The ecological relationship between plants and microorganisms is well known, however
the biotechnological potential of microorganisms from semiarid soils is still
underexploited. Thus, the aim of this study was to quantify and identify phosphate-
solubilizing bacteria (CaHPQO4), contained onto cactus roots of genus Cereus, collected
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from Caatinga biome (city of lraucuba, state of Ceard). To achieve this goal, it was
quantified Cultivable Heterotrophic Bacteria (CHB) and Phosphate-solubilizing
Bacteria (PSB) by standard plate count method (SPC), utilizing plate count agar (PCA)
and GL agar, respectively. Also, it was performed Gram staining testing, catalase, O/F to
glucose and aggregation to phenotypic characterization of isolated strains. The CHB and
PSB presented values of 4,62x10" CFU/g and 3,475x107 CFU/g, respectively. A
percentage of 75% of the PSB population comprises the full microbiota found on the
root samples of Cereus. It was observed that 73% of strains had morphology of Gram-
negative rods, 18% of Gram-positive rods and 9% of gram-positive cocci. The most
strains (91%) showed oxidative/fermentation metabolism to glucose (O/F) and presence
of catalase enzyme, while glass aggregation ability was observed in all tested strains.
Therefore, new researches should be encouraged in order to increase knowledge of
biotechnological potential of bacteria from caatinga's soil and provide subsidies to
develop strategies for the improvement of fertilization efficiency and plant
development.

Keywords: bioprospecting, biotechnology, semiarid, microbiome, cactus.

INTRODUCAO

Os microrganismos compdem a base dos processos biolégicos do solo, onde
ocorre o0 crescimento microbiano e as transformacGes organicas e inorganicas por eles
mediados (SILVA et al., 2011). O fésforo é o segundo elemento mais importante para as
plantas, sendo nutriente essencial para 0 cumprimento de diversos processos
metabolicos (KHAN et al., 2010).

No entanto, o solo brasileiro possui uma deficiéncia de fésforo soltvel que é
devida a sua baixa mobilidade e facil compatibilidade com outros minerais tais como
ferro e aluminio tornando-se indisponivel para as plantas (HOLANDA et al., 1995).

Existem microrganismos que disponibilizam o fosfato até entdo insollvel as
plantas e em troca as plantas, por meio de suas raizes disponibilizam ricas fontes de
carbono, em especial aclcares e acidos organicos, fundamentais para o crescimento
bacteriano (KHAN et al., 2010). Essa interacdo microrganismo-planta acontece em um
microbioma denominado rizosfera.

O aproveitamento do fosfato pelas plantas pode ser maximizado pela atuacéo
dos microrganismos solubilizadores de fosfato (MSF) contribuindo para o crescimento
vegetal. O uso comercial de fertilizantes enriquecidos com MSF tem papel auxiliar no
melhor aproveitamento do fosfato presente no solo (SILVA FILHO & VIDOR, 2001;
OTEINO et al., 2015).
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A regido semiarida brasileira é caracterizada pelas altas temperaturas, forte
incidéncia de luz solar, sazonalidade de chuvas e solos salinos, o que corrobora com o
importante potencial biotecnolégico dessas bactérias como inoculante do solo
auxiliando na disponiblizacédo de fostato para plantas (DUAN & FENG, 2010; SOARES
JR., 2012).

Ocupando 11% do territério nacional e 70% da regido semiarida, a Caatinga €
composta por uma vegetacdo caracterizada pelo pequeno porte, arbustiva e ervas,
caducifolia, xerofolia, sendo constantemente subestimada quanto a sua riqueza e
diversidade vegetal. Sdo caracteristicas dessa regido, os altos niveis de insolagédo e
temperatura, além de escassos recursos hidricos e chuvas irregulares, ndo sendo raros,
periodos longos de estiagem (GORLACH-LIRA & COUTINHO, 2007; GONCALVES,
2011).

Calcula-se que a vegetacdo nativa da Caatinga cobre cerca de 40% da area
original no semiarido nordestino resultado da pressao antrdpica na area. No restante da
area, essa vegetacdo foi retirada principalmente para uso na pratica agricola, pecuéria
extensiva e extracdo de lenha para fins energéticos (GARIGLIO et al., 2010).

Sendo um ambiente de condi¢fes extremas 0S organismos apresentam
adaptacOes proprias que devem ser estudadas e entendidas. Assim, o objetivo principal
desse trabalho foi conhecer quantitativa e qualitativamente bactérias com capacidade de
solubilizar fosfato e que mantém inter-relacdo ecoldgica positiva com cactaceas do

género Cereus sp.

MATERIAL E METODOS

Caracterizacdo da area

A érea em estudo localiza-se no municipio de lrauguba, Ceard (93° 42’
16.10070; 4° 6° 29.853”S) (Figura 1) em regido de clima tropical quente semiarido, com
pluviosidade média anual de 539,5 mm; as temperaturas médias anuais situam-se entre
26° a 28°C. A cobertura vegetal é do tipo caatinga arbustiva aberta, compostos por solos
do tipo Bruno ndo Caélcico, Solos Litélicos, Planossolo Solddico e Podzélico Vermelho-
Amarelo (IPECE, 2014). O ressecamento no periodo seco e o ligeiro excesso de
umidade no curto periodo chuvoso impdem condigcdes fisicas desfavoraveis a
penetracdo de raizes, além do carater pedregoso e a susceptibilidade a eros&o,
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representam as limitagdes mais acentuadas para a utilizacdo destes solos para atividades
agropecuérias (LUSTOSA, 2004).

O municipio encontra-se em elevado processo de desertificacdo, onde segundo
Barbosa et al. (2005), a desertificacdo € acelerada pela acdo do homem, através da
utilizacdo de praticas inadequadas, trazendo consequéncias danosas para a terra e para

quem dela tira o sustento.
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Figura 1 — Mapa da area do estudo. Fonte: os autores.

Coleta e processamento das amostras

Amostras de raizes do cacto Cereus sp. foram coletadas em ambiente natural
no més de abril, no municipio de lrauguba, Ceara. Ressalta-se que a area escolhida para
realizacdo da coleta encontrava-se em estagio de recuperacdo devido a atividade de
pastoreio e desmatamento. As amostras foram armazenadas a temperatura ambiente e
transportadas até o Laboratério de Microbiologia Ambiental e do Pescado -

Lamap/UFC, onde foram processadas. As etapas do processamento sao descritas abaixo.
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Quantificacao e Isolamento das Bactérias Heterotréficas Cultivaveis (BHC)

A quantificacdo das BHCs foi feita pelo método de Contagem Padrdo em
Placas (CPP) onde dez gramas (10g) das raizes da cactacea foram homogeneizados, sob
agitacdo, com 90 mL de solucdo salina a 0,85%, a partir dessa etapa foram feitas
diluicbes seriadas até a diluicdo 107°. Aliquotas das diluicdes foram inoculadas em
placas de Petri, em duplicata, e cobertas com o meio de cultura Agar nutriente (técnica
de Pour Plate), incubadas em estufa a 35°C por 48h (DOWNS & ITO, 2001). Apoés
periodo de incubagdo, as placas com nimero de col6nias entre 25 e 250 foram contadas
e os resultados expressos em unidades formadoras de coldnias por grama de rizosfera.
Colbnias foram selecionadas sobre o meio de cultura, pescadas e inoculadas em novo

meio (Agar TSA) para isolamento e purificacéo.

Quantificacao e Isolamento das Bactérias Solubilizadoras de Fosfato (BSF)

A quantificacdo das BSF foi feita a partir de inéculos das diluicdes seriadas
(descrito no item anterior) em meio de cultura seletivo GL (glicose, 10g; extrato de
levedura, 0,59 e agar, 15g L-1) (SYLVESTER-BRADLEY et al.,1982) com adigdo de
K2HPO4 (10%) e de CaClz (10%). A técnica de inoculacdo das amostras diluidas foi
Spread Plate. As amostras foram incubadas a 35 °C por 72 horas. Foram contadas as
colobnias crescidas formando halos transparentes ao redor, indicando a solubilizagdo do
fosfato disponivel. Foram isoladas col6nias para posterior caracterizacao.

Provas para caracterizacao fenotipica

As estirpes isoladas e purificadas foram caracterizadas fenotipicamente através
de teste morfotintorial (coloracdo de Gram), provas bioquimicas [catalase, metabolismo
oxidativo/fermentativo (OF)] e capacidade (teste de agregacdo) (SOARES et al., 1991;
CHISTENSEN et al., 1985).

RESULTADOS E DISCUSSOES
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A densidade populacional das BHC associadas a raiz da cactacea do género
Cereus sp. foi de 4,62x10'UFC/g e a densidade populacional de BSF foi de
3,475x10’UFC/g. A relacdo BHC/BSF observada foi proxima a 75% (Tabela 1).
Significa que inseridas no universo da populacdo bacteriana mesofila encontra-se uma

importante parcela de microrganismos com capacidade especifica de solubilizar fostato.

Tabela 1- Densidade de bactérias solubilizadoras de fosfatos e BHC isoladas de solo
rizosférico de cactacea da caatinga.

Meios de Cultura N° x 107 UFC/g™* Porcentagem
Bactérias Solubilizadoras de Fosfato 3,47 75,1%
Bactérias Heterotroficas Cultivaveis 4,62 24,9%

A densidade de bactérias solubilizadoras de fosfato encontradas na raiz de uma
cactdcea do género Cereus sp. mostrou-se superior a densidades encontradas em
sedimento de &gua doce, como descrito no estudo de Maitra et al. (2015). Sendo
superior também no que foi apresentado em estudos com a graminea Brachiaria
ruziziensis e a leguminosa Cajanus cajan (L.) Millsp. antes e ap6s calagem do solo,
segundo Barroti & Nahas (2000). No estado do Ceard, Lima et al. (2014) verificando a
presenca de BSF em solo da caatinga em area conservada e em vegetacdo de carrasco,
registraram densidades de 2,5x103UFC/g* e 1,0x10°UFC/g*, respectivamente.

O fosfato no solo da caatinga encontra-se na sua forma inorgénica, ou seja, nao
acessivel as plantas. A importancia da presenca das bactérias solubilizadoras de fosfato
no solo est4 diretamente relacionada com a disponibilizacdo do nutriente na sua forma
organica que é assimilavel por vegetais.

Nas colbnias crescidas em meio GL destacam-se aquelas com caracteristicas
distintas, com presenca de halo indicando a solubilizagdo do precipitado de CaHPO4
contido no meio (Figura 2) (SOUCHIE & ABBOUD, 2007).
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Figura 2 — Presenca do halo de solubilizacéo de P ao redor de coldnia crescida em agar GL.

Fonte: Os autores.

De acordo com Di Simine et al. (1998), é possivel observar a presenca de
bactérias solubilizadoras de fosfato inorgénico pela formacdo de um halo de
solubilizagdo transparente em torno da colonia em contraste com 0 meio opaco
resultante do consumo do fosfato adicionado ao meio de cultura.

Os resultados dos testes de caracterizacao fenotipica estdo expressos na Tabela

Tabela 2 - Caracteristicas fenotipicas das estirpes isoladas da raiz da planta Cereussp.

Estirpe Morfologia/Gram Via metabolica =nzima Agregacéo
Oxidativa | Fermentativa | Catalase

C-BHC 1 Bastonete/Gram-negativo + + + Forte
C-BHC 2 Bastonete/Gram-negativo + + + Forte
C-BHC 3 Bastonete/Gram-negativo + + + Fraca
C-BHC 4 Bastonete/Gram-negativo + + + Forte
C-BHC5 Bastonete/Gram-negativo + + + Forte
C-BHC6 Bastonete/Gram-negativo + + + Forte
F-BSF 1 Bastonete/Gram-positivo + + + Forte
F-BSF 2 Bastonete/Gram-positivo - - + Forte
F-BSF 3 Cocos/Gram-positivo + + + Forte
F-BSF 4 Bastonete/Gram-negativo + + + Forte
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F-BSF 5 Bastonete/Gram-negativo + + + Forte

BHC: bactéria heterotrdfica cultivavel; BSF: bactéria solubilizadora de fosfato; +: resultado positivo; -:

resultado negativo.

A coloracdo de Gram é amplamente utilizada para verificar a morfologia e a
pureza dos isolados. As bactérias heterotréficas cultivaveis apresentaram morfologia de
bastonete curto Gram-negativa. As bactérias isoladas do meio especifico para
solubilizadoras de fosfato apresentaram morfologia de bastonetes e cocos Gram-
negativos e bastonetes Gram-positivos com formacdo de esporos. A formacdo de
esporos permite a esses organismos resistir a solos secos por longos periodos (CHEN &
ALEXANDER, 1973).

Os isolados foram testados quanto a sua capacidade de adaptacao a presenca de
oxigénio no ambiente, sendo que todas responderam positivamente para a quebra do
perdéxido de hidrogénio em agua e oxigénio. Outra caracteristica testada para os isolados
do solo rizosférico da raiz da cacticea foi & capacidade de aderéncia a superficie por
meio do teste de agregacdo em vidro. Os resultados foram classificados em forte, médio
e fraco. Apenas uma cepa apresentou resultado fraco no teste.

A capacidade de formar exopolissacarideos também esta ligada a capacidade
adaptativa dessas células a sobreviverem em ambiente de baixa umidade e resistir a
essas condigcbes. Além disso, essas bactérias auxiliam na sobrevivéncia da planta,
reduzindo o estresse hidrico (NOCKER et al., 2012; ROPER et al., 2007).

E caracteristico da regido semiérida brasileira, longos periodos de estiagem,
alta insolacdo e temperaturas, solos e dguas salobras. Essas condigdes naturais extremas
favorecem o desenvolvimento de organismos com adaptacGes especificas para
sobreviver. Desta forma, o potencial biotecnoldgico das BSF deve ser explorado quanto
a sua capacidade inoculante. Devido a excassez de informacgdes mais precisas sobre essa
populacdo bacteriana, sdo necessarios estudos mais aprofundados com relacdo a
identificacdo das espécies, sua forma de acdo (isolada ou em consércio) e aplicabilidade
ambiental e comercial.

O estudo sobre o potencial biotecnoldgico das BSF é de grande importancia
por conta da utilizacdo acentuada de fertilizantes fosfatados em nosso pais. Essas
bactérias podem nos possibilitar uma alternativa ao aproveitamento das substancias

inorganicas, por meio de uma disponibilizagdo natural do nutriente ao ambiente.
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O Brasil é 0 quarto maior consumidor de fertilizantes no mundo, o que da uma
idéia da dependéncia da agricultura nacional por esses compostos, chegando ao ponto
da producdo nacional ndo suprir a demanda, e a expectativa é de aumento do consumo
para 0s proximos anos, 0 que corrobora a necessidade em desenvolver indculos
bacterianos capazes de disponibilizar nutrientes contidos no proprio solo (ANDA,
2016).

CONCLUSOES

Foi possivel quantificar e isolar bactérias associadas a raiz do cacto Cereus sp.
A relagdo entre as comunidades de bactérias BHC e BSF foi superior a 75% revelando
sua larga disposicéo e densidade no solo.

A maioria das estirpes isoladas (62%) apresentam caracteristica de parede
celular Gram negativas. A via metabolica demonstra caracteristica de oxidacdo e
fermentagdo para a maioria dos isolados. A presencga da enzima catalase e a habilidade
de agregacdo em vidro foram observadas, demonstrando a capacidade de resisténcia a
condicdes extremas.

A relacdo simbidtica dos microrganismos com as plantas auxilia na
disponibilizacdo de nutrientes para o desenvolvimento vegetal. As BSF disponibilizam
fosforo soluvel e as plantas proporcionam um ambiente favoravel, rico em nutrientes,
liberando aminoacidos, carboidratos, entre outros compostos, além de proporcionar uma
maior extensao da area de absorcdo por meio de suas raizes.

Estirpes bacterianas adaptadas a vida em regiGes de clima semiarido devem ser

estudadas para avaliacdo do seu potencial biotecnolégico como inoculantes de solo.
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