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RESUMO

O fosforo € o segundo macronutriente mais importante para as plantas, estando associado a
varios processos bioldgicos, mas a sua disponibilidade em forma solivel no solo ¢ reduzida
pela sua grande capacidade de quelar outros minerais. Uma maneira sustentavel de fornecer
fosforo soluvel pelas plantas ¢ através dos microrganismos solubilizadores de fosfato, que
possuem mecanismos que transformam o fosforo insoluvel, como ¢ o exemplo da liberagdo de
enzimas fosfatases. Essas enzimas possuem um subgrupo chamado fitases, que realizam o
processo de solubilizacdo utilizando como substrato o fitato, uma forma de foésforo organico
amplamente presente no solo. Acidobacteria ¢ um filo descoberto recentemente, presentes em
grande quantidade em solos do Cerrado, e a hipotese deste trabalho € que as cepas AB23 e
ABG60, isoladas desses solos, participem da ciclagem de fosforo por meio da solubilizacao de
fitato através da liberagao de fitases. Para isso, as cepas foram cultivadas em meio de cultura
VL-55 padrao, sem fosforo e com fitato como fonte de fosforo, utilizando dilui¢des seriadas
para andlises. Adicionalmente, foi utilizado meio Pikovskaya modificado com fitato, para
avaliar a formagao de halo de solubilizacdo. As andlises estatisticas mostraram que ambas as
cepas tiveram crescimento estatisticamente menor em meio com fitato que os seus controles
positivos, mas a AB23 teve crescimento maior que o meio sem fosforo, enquanto a AB60 teve
crescimento estatisticamente equivalente. Nenhuma das cepas apresentaram crescimento no
meio Pikovskaya em nenhuma das concentragdes de fitato. O presente estudo demonstrou que
a as cepas AB60 e AB23 possuem capacidade de solubilizar fosforo organico na forma de fitato,
a presenga de atividade enzimdtica de fitases necessita de comprovacdo em futuros
experimentos. Os resultados apresentados indicam a participacdo das duas cepas de
Acidobactéria na ciclagem de fésforo em solos do Cerrado, e potencial para sua utilizagdo como

bioinsumos para disponibilizagao de fosforo para as plantas.

Palavras-chave: Cerrado; bactéria de solo; fitato.



ABSTRACT

Phosphorus is the second most important macronutrient for plants, being associated with several
biological processes, but its availability in soluble form in the soil is reduced due to its great
capacity to chelate other minerals. A sustainable way to provide soluble phosphorus to plants
is through phosphate-solubilizing microorganisms, which possess mechanisms that transform
insoluble phosphorus, such as the release of phosphatase enzymes. These enzymes have a
subgroup called phytases, which perform the solubilization process using phytate as a substrate,
a form of organic phosphorus widely present in the soil. Acidobacteria is a recently discovered
phylum, present in large quantities in Cerrado soils, and the hypothesis of this work is that the
AB23 and AB60 strains, isolated from these soils, participate in phosphorus cycling through
phytate solubilization by the release of phytases. For this purpose, the strains were cultivated in
standard VL-55 culture medium, phosphorus-free medium, and medium containing phytate as
a phosphorus source, using serial dilutions for statistical analyses of bacterial growth by colony-
forming unit counts. During the work, modifications were made to the experiment to improve
the results obtained. Additionally, both strains were also cultivated in modified Pikovskaya
medium containing phytate, in order to evaluate the presence of phytases through the formation
of a solubilization halo. After cultivation and growth for 4 weeks at 28°C under the presence of
light, following the changes made to the methodology, strain AB23 showed growth up to 10°®
in the standard medium, 10°¢ in the modified medium, and 1078 in the negative control, with
subsequent cell death. Strain AB60 showed growth up to dilution 1077 in the positive control,
10~* in the modified medium, and 10~° in the negative control. Statistical analyses showed that
both strains had statistically lower growth than their positive controls, but AB23 had higher
growth than the phosphorus-free medium, while AB60 had statistically equivalent growth.
Neither strain showed growth in Pikovskaya medium at any of the phytate concentrations.

The present study demonstrated the need for further future experiments to confirm the results
regarding strain AB60, and that AB23 has the capacity to solubilize organic phosphorus in the
form of phytate, indicating its participation in phosphorus cycling in Cerrado soils and its

potential use as a bioinput to make phosphorus available to plants.

Keywords: Acidobacteria; phytate, solubilization.
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1 INTRODUCAO

O fosforo (P) ¢ um dos elementos mais dispersos pela natureza apresentando um
importante papel nos processos bioldgicos, sendo muito requerido pelas plantas por ser
essencial durante a fotossintese, floragdo, frutificacao ¢ maturacdo (RIZWANUDDIN, et al.,
2023). Por outro lado, ¢ um dos macronutrientes menos abundantes na Terra ¢ a sua
disponibilidade no solo ¢ afetada pela sua reatividade com elementos inorganicos como calcio
(Ca), Aluminio (Al), Magnésio (Mg) e Ferro (Fe) (CHAGAS, et al., 2010).

A deficiéncia de P no solo ¢ resolvida convencionalmente através de fertilizantes
fosfatados, que sdo obtidos pela extragdo de rochas fosfaticas. No entanto, esse método
apresenta problemas, como o fato dessas rochas se apresentarem em reservas limitadas, sendo
assim uma fonte nao renovavel (SOUMARE; ef al, 2020). Dessa forma, tem-se a necessidade
de encontrar maneiras mais sustentaveis e eficientes para fazer com que o fésforo chegue em
quantidades suficientes nas plantas.

Existem microrganismos que possuem papéis fundamentais na absor¢ao de nutrientes
para as plantas por meio de diferentes mecanismos. Um exemplo sdo os chamados
microrganismos solubilizadores de fosfato (PSM, do inglés Phosphate Solubilizing
Microorganisms) que tém a capacidade de transformar formas organicas e inorganicas de
fosforo do solo em formas disponiveis para o uso de plantas. Alguns exemplos de PSMs sao
Escherichia coli, Penicillium sp. e Saccharomyces cerevisiae (SHARMA, et al; 2013; SUN, et
al; 2026).

As Acidobacterias pertencem a um filo que foi reconhecido recentemente (KIELAK, et
al., 2016) e que estdo distribuidas em diversos ecossistemas, sendo naturalmente abundantes
em solos do Cerrado, que sdo caracterizados pela sua acidez, baixa fertilidade e baixa
quantidade de fosforo disponivel. Sdo bactérias de dificil cultivo, portanto ainda ndo existem
muitas informacdes sobre seus papéis biologicos e possiveis utilizagdes. Estudos realizados por
Alves (2018) utilizando andlises gendmicas e testes colorimétricos API-ZYM® demonstraram
a presenca de genes de enzimas fosfatases acidas e alcalinas em Acidobacteria AB23, que estao
envolvidas na disponibilizacao de fosfato para as plantas.

As fitases sao um grupo especifico de fosfatases que catalisam a hidrélise de grupos
fosfatos ligados ao fitato (PALACIOS; et al, 2005), uma forma de fosfato organico, sendo assim
fundamentais no processo de solubilizagdo desse nutriente. O presente trabalho teve como

objetivo avaliar a capacidade das acidobacterias AB23 e AB60 de solubilizar fosfato organico



por meio da liberacdo de enzimas fitases, sugerindo a sua importancia na ciclagem de fésforo

em solos do Cerrado.

1.1 Referencial Teorico

1.1.1 Fésforo no solo

Depois do nitrogénio, o foésforo € o segundo macronutriente mais importante para as
plantas. Ele ¢ um dos componentes do ATP e ADP, que fazem o armazenamento e transferéncia
de energia necessaria para processos metabdlicos como fotossintese e respiragdo celular. Além
disso, o fosforo ¢ um dos constituintes dos acidos nucleicos, sendo fundamental a sua presenca
em quantidades suficientes para que ocorra a divisdo celular e desenvolvimento dos tecidos
(ELHAISSOUFT; et al, 2023). A deficiéncia P em plantas pode resultar em crescimento lento,
caules atrofiados ¢ atrasos na floragao e frutificagao.

No solo, o P estd presente em quantidades muito baixas e ¢ submetido a diversos
processos biogeoquimicos que afetam a sua disponibilidade. Ele ocorre em formas organicas
(Po) e inorganicas (P;), e menos de 1% da sua fragdo total estd disponivel em seu formato solavel
(HP; et al, 2023). O P; constitui a maior parte de fésforo no solo e se encontra precipitado com
ferro, aluminio ou célcio; enquanto o P, € oriundo de matéria organica de animais, vegetais e
da biomassa bacteriana (PEREIRA; COSTA; CARVALHO, 2021).

Quanto mais acidos sao os solos, maior ¢ a solubilidade dos hidroxidos livres de ferro e
aluminio, sendo maior a probabilidade de precipitacdo de P, formando compostos insoluveis
como fosfato de ferro (FePO4) e fosfato de aluminio (AIPOs) (KORNDORFER; SOUSA,
2010). Esse processo ¢ observado em solos do Cerrado brasileiro, que sdo caracterizados pelo
baixo pH e resultam em sua baixa quantidade de fosforo disponivel.

Uma maneira de aumentar a quantidade de P soltivel no solo € a partir da utilizagdo dos
microrganismos solubilizadores de P (PSMs), que tém a capacidade de transformar as suas
formas insoluveis. Eles podem funcionar como biofertilizantes por meio da sua inoculagdo em

plantas, auxiliando no seu desenvolvimento e crescimento.



10

1.1.2 Estrutura e importancia do fitato

Também conhecido como 4cido fitico, o fitato ¢ uma forma de fosfato organico
encontrado amplamente nos solos. Sao a principal forma de reserva de fosforo nas plantas e
apresenta-se em grandes quantidades em cereais, sementes oleaginosas e legumes. Pode ser
derivado tanto de matérias organicas de vegetais e de estercos de animais monogastricos, quanto
proveniente da conversdao microbiana do P; do solo. A sua estrutura quimica ¢ formada por um
anel de inositol ligado a seis grupos de fosfato, que lhe confere uma grande capacidade de quelar
minerais como ferro, zinco, calcio e magnésio (Figura 1). Pode ser considerado um
antinutriente, ja que esses complexos fitato-mineral reduzem a biodisponibilidade de ambos.

Para que o fitato consiga contribuir para a nutri¢do das plantas pela disponibilidade de
fosforo, ele primeiro precisa ser desfosforilado por meio de hidrélise mediada pelas enzimas

fitases (RIZWANUDDIN, et al., 2023).

Figura 1: Estrutura quimica do fitato
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Fonte: Tsao, Zheng e Lu, 1997

1.1.3 Enzimas fosfatases e fitases

As fosfatases sdo enzimas produzidas por raizes de plantas ou por microrganismos, as
quais t€ém um grande papel na transforma¢ao de compostos organicos de fosforo presentes nos
solos em formas assimiléveis pelas plantas. Elas formam um amplo grupo de enzimas onde sua
fun¢do ¢ remover grupos fosfatos de diferentes moléculas, e sdo divididas de acordo com o pH
otimo que apresentam: acidas ou alcalinas. Essas enzimas também podem ser subdivididas pelo
substratos especificos, como € o caso das fitases, que usam o fitato como substrato para suas

reagoes (VILELA, 2019).
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Nas plantas, as enzimas fitases sao naturalmente produzidas durante a germinacao de
sementes ¢ podem ser encontradas principalmente em ervilhas, trigo e cevada. As fitases de
origem bacteriana desempenham um papel fundamental no processo de ciclagem de fosforo do
solo (TIMOFEEVA; GALYAMOVA; SEDYKH, 2022). Alguns microrganismos produtores
de fitases sdo Escherichia coli, Penicillium sp. e Saccharomyces cerevisiae.

As bactérias secretam fitases no meio extracelular quando ha escassez de fosforo soluvel
no ambiente. Elas entdo catalisam a hidrélise das ligacdes fosfoéster dos fitatos de forma
gradual, liberando fosforo inorganico solivel, compostos intermediarios como o inositol € os
minerais quelados.

A utilizagdo de PSMs contendo essas enzimas oferecem uma alternativa sustentavel para
a disponibilizagao de fosforo disponivel para as plantas em relagdo aos fertilizantes fosfatados,
que possuem baixa eficiéncia de absor¢do, custos elevados e sdo obtidos de fontes nado
renovaveis. (SILVA, 2023).

Os mecanismos utilizados pelos microrganismos para transformacdo de fosforo
insolivel em formas disponiveis sdo divididos pelos termos solubilizagdo e mineralizagdo. A
mineralizagdo ocorre quando sao utilizados fosfatos organicos por enzimas, como as fosfatases.
J& a solubilizag¢do acontece quando sdo usados fosfatos inorganicos, geralmente por meio da
liberagdo de acidos organicos (PAN, CAI; 2023). O termo frequentemente utilizado na literatura
para se referir aos PSMs ¢ a solubilizagdo (ALORI, GLICK, BABALOLA; 2017), o qual foi
utilizado durante o trabalho para representar, de forma geral, o aumento da disponibilidade de

fosforo no solo pela agdo dos microrganismos.

1.1.4 Acidobactérias como disponibilizadoras de fosfato em solos do Cerrado

Acidobacteria ¢ um dos filos mais abundantes do solo. Abordagens utilizando o gene do
RNAr 16S e analises metagenomicas demonstraram que esse filo ¢ altamente diverso e se
apresenta em varios habitats diferentes pelo planeta (KALAM, 2020). Sdo recalcitrantes ao
cultivo em laboratorio e oligotroficas, o que justifica o pouco conhecimento existente acerca
dos seus papéis biogeoquimicos. Uma importante caracteristica observada em algumas
espécies, como a AB23, AB60 e outras acidobacterias como a Occallatibacter savannae € a
capacidade de producdo de carotenoides, que sao pigmentos vermelhos ou alaranjados com a
funcdo de aumentar a sua adaptabilidade, usados nesse contexto pelas acidobacterias para se
proteger de estresse oxidativo causado pela luz (PINTO, 2021). O sequenciamento do genoma

e metagenoma das acidobacterias revelou a presenca de varios genes responsaveis pela
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regulagao de diversas fungdes fisiologicas e metabolicas, relacionando a sua presenca com solos
de baixos valores de pH (entre 3,0 € 6,5) (KALAM; et al, 2020) justificando sua alta abundancia
em solos do Cerrado.

Estudos anteriores mostraram que a cepa AB23 nao possui capacidade de solubilizar
fosfato inorganico usando Ca3(PO4)> (RODRIGUES,2020; ALVES, 2018) mas analise do seu
genoma, indicou a presenga de genes de enzimas fosfatases acidas e alcalinas, as quais realizam
processos de solubilizagdo de fosfatos organicos e sugerem a possibilidade de utilizacao desses
microrganismos como bioinsumos. Apesar disso, a presenga de tais enzimas em acidobacterias

ainda nao foi comprovada experimentalmente.

1.1.5 Bioinsumos para agricultura

Os bioinsumos, também chamados de produtos bioldgicos, sdo desenvolvidos a partir
de organismos vivos, como microrganismos, insetos ou plantas. Eles s3o utilizados para
melhorar a producdo agricola, se mostrando uma alternativa mais sustentavel do que alguns
métodos convencionais (VIDAL; DIAS, 2023). Alguns exemplos desses produtos sdo os
biofertilizantes, biopesticidas e bioinoculantes.

Os PSMs podem ser utilizados como bioinsumos, funcionando como inoculantes
adicionados ao solo ou as sementes para disponibilizar fosforo soluvel para as plantas e
estimular o seu crescimento. Os principais PSMs usados as Bacillus subtilis, que solubiliza
fosfatos por meio da produgao de acidos organicos, € Bacillus megaterium, eficaz na liberagao
de fosforo de compostos insoltveis como fosfato de calcio (ZUTTER; et al, 2022).

A presente pesquisa visa avaliar o potencial deuso de acidobacterias AB23 e AB60
como bioinsumos, auxiliando no crescimento das plantas através do fornecimento de fosforo
soluvel. Dessa forma, esse estudo se encaixa com varios Objetivos de Desenvolvimento

Sustentavel (ODS), como a ODS 2 — Fome Zero e Agricultura Sustentavel.

1.2 Hipotese

Acidobacterias AB23 e AB60 sao capazes de solubilizar fosfato organico.

2  OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral



13

Avaliar a capacidade de solubiliza¢do de fosfato organico pelas Acidobacterias AB23 e

AB60.

2.2 Objetivos especificos

a) Awvaliar a solubilizagdo de fésforo organico através de Meio VL-55 modificado com

fitato pelas cepas AB23 e AB60;

b) Avaliar a produgdo de enzimas fitases por produgdo de halo de solubilizagao.
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3 METODOLOGIA

3.1 Microrganismos utilizados

O trabalho foi realizado utilizando as acidobacterias AB23 ¢ AB60, cepas isoladas no
Cerrado (DE CASTRO et al., 2013) e mantidas em laboratério em meio de cultura VL-55 pelo
grupo de pesquisa MicroCer da Universidade Federal de Uberlandia, Patos de Minas, liderado

pela Profa. Dra. Cristine Chaves Barreto.

3.2 Meios de cultura VL-55

A avaliagdo da viabilidade de crescimento dos microrganismos foi feita por meio de um
controle positivo, utilizando o meio de cultura-VL-55 (SAIT; HUGENHOLTZ; JANSSEN,
2002), um meio quimicamente definido que ¢ normalmente usado para bactérias de dificil
cultivo, como ¢ o caso das acidobacterias. A composicao por litro desse meio incluiu MES (3,9
g), MgS04 (0,4 mM), CaCl; (0,6 mM), (NH4)HPO3 (0,4 mM), solucdo de elementos trago (2
mL) (Anexo A), solucdo de tungstato/selenito (20 puL) (Anexo A), lactose 0,05%, solucao de
vitaminas (200 pL) (Anexo A) e 4gar nobre (1,5%) como agente solidificante. O pH foi ajustado
para 5,5.

Foram realizadas modificagdes com o objetivo de avaliar a solubilizagao de fosfato. A
primeira alteracao consistiu em acrescentar acido fitico: C¢Hi3024Ps (PALACIOS et al., 2004)
como fonte de fosfato organico e retirar (NH4)HPO;3 para que o unico fosforo disponivel no
meio seja o presente no acido fitico. A fonte de nitrogénio também foi substituida de (NH4)HPO
para (NH4)>SOs4.

Dessa forma, a composig¢ao final do meio modificado, por litro, foi MES (3,9 g), MgSO4
(0,4 mM), CaCl> (0,6 mM), CsHi18024Ps (0,650 g), (NH4)2SO4 (0,4 mM), solucdo de elementos
traco (2 mL), solucdo de tungstato/selenito (20 pL), lactose 0,05%, solugdo de vitaminas (200
ul) e agente solidificante dgar nobre (1,5 %). A quantidade de acido fitico utilizada foi
calculada baseada na concentracao molar de fésforo presente no meio original, de forma que

permanecesse a mesma apesar de serem usadas fontes diferentes. O pH foi ajustado em 5,5.

3.3 Analise qualitativa
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Inicialmente foi realizada uma analise qualitativa para teste de solubilizacdo, utilizando
dois meios de VL-55 padrao e VL-55 modificado com fitato. O indculo foi feito usando
bactérias retiradas de um in6culo prévio, em meio VL-55 padrdo, somente da cepa AB23, sem
diluicao e com solugdo de lavagem padrao — com os mesmos sais minerais do meio VL-55 -, e
adicionando 4 gotas de 20 pL em cada placa, sendo feitas triplicatas de ambos os tratamentos.

Elas foram incubadas a 28 °C durante 4 semanas sob a presenga de luz constante.

3.4 Avaliacio do crescimento por contagem de colonias viaveis

O inoculo foi preparado por meio de diluigdes seriadas. A suspensao de células das
acidobacterias AB23 e AB60 foi preparada utilizando-se colonias de uma placa de VL-55 por
meio de adi¢cdo de 1 mL de solucdo de sais do meio VL-55 e raspando-se as colonias com uma
alca de platina. As células suspensas foram adicionadas em um microtubo eppendorfde 1,5 mL.
Essa suspensdo de células bacterianas foi agitada em vortex por 1 minuto e centrifugada por 7
minutos a 10.000 x G. O sobrenadante foi retirado deixando as células no fundo do microtubo.
A seguir, 1 mL de solugdo de sais foi adicionado e o procedimento repetido, completando duas
lavagens para remogdo de resquicios do meio de cultura. Por fim as células foram
ressuspendidas em 1 mL de solucdo de sais e dilui¢des seriadas de 1:10 foram realizadas até a
diluicdo de 10" Cada diluigdo foi realizada da seguinte forma: cada tubo conteve 900 pL de
solucao de sais e 100 puLL da suspensao inicial foi adicionada ao primeiro microtubo (diluicao
10" e apds ser levado ao vortex, 100 pL foram adicionados ao microtubo seguinte (dilui¢io
1072). Esse procedimento se repetiu até a dilui¢do 107,

As placas com diferentes tratamentos do VL-55 foram divididas em 8 setores e cada
uma foi feita a inoculagdo com 3 gotas de 20 uL das respectivas dilui¢des. O crescimento das
bactérias foi avaliado pelo surgimento de colonias depois de 4 semanas de crescimento,

mantidas a 28 °C e sob a presenga de luz constante. Esse teste foi realizado em triplicata.
3.5 Analises estatisticas
As dilui¢des em que foram observados nimero de coldnias entre 2 e 20 foram utilizadas

para a contagem e obten¢do da média e desvio padrdo, e a avaliacdo foi feita por teste de

ANOVA. Essas analises foram realizadas no software GraphPrism.
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Para que os dados fossem expressos em UFC/mL, as colonias contadas foram aplicadas

na seguinte formula:

Numero de colonias X Fator de diluicao

UFC/mL =
/ m Volume (mL)

3.6 Avaliacio de producio de fitase

Para avaliar a producao das enzimas fitases pela bactéria foi utilizado o meio de cultura
Pikovskaya (PIKOVSKAYA, 1948), que ¢ comumente utilizado para selecionar
microrganismos solubilizadores de fosfato por meio de formagdo de halo de solubiliza¢ao ao
redor da colonia. A composicao utilizada foi (NH4)>SO4 (0,5 g/L), NaCl (0,2 g/L), KCI (0,2
g/L), MgS04.7H,0 (0,1 g/L), MnSO4 (0,001 g/L), CaCl>.2H20 (2,94 g/L), MgCl.6H>0O (1,9
g/L), glicose (10 g/L), 4gar nobre (15 g/L) e a fonte de foésforo foi modificada para acido fitico
(5 g/L). O pH foi ajustado para 5,5, e foi realizado em triplicata.

A inoculagdo foi feita utilizando uma suspensao de células das acidobacterias AB23 e
ABG60 lavadas com solucao de sais de VL-55 modificada sem fonte de fosforo e adicionando
30 pL da suspensdo no centro de cada placa. A producdo de fitase foi avaliada pela formacao
de halo de solubilizagdo ao redor da coldnia apos 4 semanas de crescimento a 28 °C, e sob a

presenga de luz constante.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos a incubagdo das placas inoculadas com AB23 para teste qualitativo, foi observado
crescimento no controle positivo (Figura 2A) em meio contendo (NH4)HPO3; como tnica fonte
de nitrogénio, como era esperado (OLIVEIRA, 2023), e crescimento semelhante no meio de
fitato (Figura 2B). Dessa forma, conclui-se que a acidobacteria AB23 conseguiu utilizar o 4cido
fitico como fonte de fosforo para o seu crescimento e desenvolvimento, assim como o fosfato
de amonio.

Esse resultado vai de acordo com a expectativa, ja que anteriormente foi identificado
por andlises genOmicas e testes colorimétricos, a presenca de duas sequéncias que codificam

enzimas fosfatases acidas, além do gene phoD, referente a fosfatases alcalinas (ALVES, 2018).
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Figura 2. Analise qualitativa de utilizagdo de fitato em meio VL-55 por AB23. A) Controle

positivo contendo fosfato B) Meio contendo fitato.

A B

Fonte: a autora

Na primeira analise semiquantitativa realizada (Figura 3), utilizando as trés variagdes
do meio de cultura VL-55, houve crescimento até a diluigdo 10 dos controles positivo e
negativo, que ndo possuia nenhuma fonte de fésforo, e no meio modificado observou-se
crescimento apenas até a diluigdo 102. O pouco crescimento no meio de fitato sugeriu que a
concentragdo de acido fitico utilizada poderia ser alta e oferecer toxicidade a bactéria, visto que
fosforo em excesso no meio pode causar desequilibrios no metabolismo bacteriano e diminuir
aviabilidade celular (BRUNA, et al., 2021). Dessa maneira, a concentragdo de fitato foi alterada
de 0,650 g para 0,044 g/L, valor que fornece a mesma concentracdo molar de fésforo que o
(NH4)2HPOu, fonte utilizada no meio VL-55 padrio.

Outra hipotese levantada a partir dos resultados obtidos, foi que a acidobacteria AB23
poderia ter reservas de fésforo em suas células (VULLA, et al., 2025), as quais teriam sido
usadas no meio de controle negativo e explicaria o seu crescimento equiparavel ao controle
positivo. Para contornar esse problema, o indculo dos experimentos seguintes foi feito
utilizando as células do controle negativo, com o objetivo de esgotar essa reserva ao longo das

passagens.
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Figura 3. Andlise semiquantitativa de solubilizac¢do de fitato em VL-55 por AB23. A) controle
positivo, B) meio de fitato a 0,650 g/L e C) controle negativo.

Fonte: a autora

Os resultados em meio VL-55 contendo uma menor concentragdo de fitato, revelou
crescimento nas placas de meio VL-55 modificadas aumentou para a dilui¢do 107 (Figura 4C),
confirmando que o excesso de fosforo havia sido limitante para o crescimento da bactéria no
experimento anterior. O fitato, por ser um composto com alta capacidade de quelar minerais,
quando em excesso no meio pode se associar com os minerais adicionados para uso da bactéria,
como o caso do célcio e ferro, fazendo com que a bactéria perca o acesso a tais nutrientes e ao
fosforo, prejudicando o seu desenvolvimento (ABDULWALIYU, et al; 2019). A quantidade de
coldnias no controle positivo permaneceu a mesma (Figura 4A), o que também ocorreu no
controle negativo (Figura 4B).

A solugdo de sais utilizada para lavar as células contém todos os sais minerais presentes
no meio de cultura VL-55, o que inclui (NH4)HPOs. Pensando que as células poderiam estar
armazenando o fosforo contido na solugdo de lavagem e o utilizando no seu desenvolvimento,
foi feita uma nova solugdo de sais modificada, substituindo o sulfato de amodnio por fitato, na

concentragdo 0,044 g/L.
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Figura 4. Analise semiquantitativa de solubilizac¢do de fitato em VL-55 por AB23. A) controle
positivo, B) meio de fitato a 0,044 g/L e C) controle negativo.

Fonte: a autora

Apds as modificagdes na concentragdo de fitato e na solugdo de sais, e duas passagens
utilizando células do controle negativo do experimento anterior, observou-se o crescimento de
coldnias no meio sem fontes de fosforo até a diluicdo 107 e posterior morte das células. Os
carotenoides produzidos pela cepa AB23 estdo associados a mecanismos de adaptabilidade para
sua sobrevivéncia quando cultivada em presenca de luz, como é o caso do presente experimento
(PINTO, 2021), caracteristica que ndo ¢ apresentada na Figura 5C, indicando a morte das
células. A bactéria provavelmente utilizou o restante das suas reservas nutricionais para o seu
crescimento, mas ao se esgotarem, ndo permitiram a sua sobrevivéncia. O crescimento do
controle positivo permaneceu o mesmo, e no meio de fitato houve um aumento de crescimento

para 10" (Figura 5B).

Figura 5. Analise semiquantitativa de solubilizac¢do de fitato em VL-55 por AB23. A) controle
positivo, B) meio de fitato a 0,044 g/LL e C) controle negativo. Células lavadas com solugéo

salina sem fésforo.

Fonte: a autora



20

A mudanca na quantidade de 4cido fitico adicionado ao meio foi benéfico para o seu
crescimento, promovendo uma mudanca de crescimento na dilui¢io de 10 para diluicio de 10°
8 mostrando que excesso de fitato no meio é desfavoravel para a bactéria e que o uso da
quantidade ideal otimiza o seu crescimento (AUSTIN, MAYER; 2020). O controle negativo,
apos as modificacdes realizadas durante o trabalho, permaneceu apresentando crescimento, mas
com a morte subsequente das células apds o esgotamento das suas reservas de foésforo
evidenciada pela perda de carotenoides. Um fator que pode ter colaborado para o
desenvolvimento inicial das células no controle negativo ¢ a adi¢ao das solugdes de vitaminas
(Anexo A) no meio VL-55, que possui vitamina B12 e apresenta um atomo de foésforo na sua
composicdo. Algumas bactérias t€ém capacidade de degradar vitamina B12 e reutilizar os seus
componentes (MA, TYRELL, BELD; 2019), o que levanta a hipotese de que isso também possa
ser feito pela AB23, utilizando do fosforo presente na sua estrutura. Apesar de ser uma
quantidade muito baixa em relagcdo a comumente utilizada no cultivo de acidobacterias, a sua
caracteristica oligotréfica faz com que esse filo seja adaptado para crescer em ambientes muito
pobres em nutrientes (EICHORST, et al.; 2018). Dessa forma, a bactéria poderia ter priorizado
o uso desse fosforo e o de suas reservas para a manuten¢do de fungdes essenciais, o qual ndo
teria sido suficiente para a manutencdo do seu metabolismo, levando a sua morte.

A acidobacteria AB60 foi cultivada em VL-55 ja utilizando a solucdo de sais sem
fosforo, e realizando uma passagem através do controle negativo anterior. O controle positivo
confirmou a viabilidade da bactéria apresentando crescimento até a diluicio 107 j4 o meio
modificado com fitato demonstrou crescimento até 10 e no controle negativo até 10~°. Tendo
em vista que foi realizada somente uma passagem da bactéria, isso poderia ter sido insuficiente
para o esgotamento das suas reservas nutricionais, justificando o seu crescimento. Apesar de
pouco, a AB60 também foi capaz de crescer em meio com fitato como fonte de fosforo para o
seu crescimento, sugerindo a liberacdo de enzimas fitases para realizar a solubilizacdo desse

composto (Figura 6A).
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Figura 6. Analise semiquantitativa de solubilizac¢do de fitato em VL-55 por AB60. A) controle
positivo, B) meio de fitato a 0,044 g/LL e C) controle negativo. Células lavadas com solucio

salina sem fésforo.

Fonte: a autora

Os crescimento foi avaliado pelo teste de ANOVA, Na cepa AB23, a homogeneidade
das variancias foi avaliada por teste de Brown-Forsythe, que resultou em p=0,2371, permitindo
arealizacdo da ANOVA. Os resultados obtidos mostraram que houve diferencga estatisticamente
significativa entre os trés tratamentos (F=191,7), apontando que os diferentes meios alteraram
significativamente o crescimento da bactéria. O teste de Tukey demonstrou que todos os
tratamentos diferiram entre si (p < 0,0001), e a ordem de crescimento foi C+ > F > C-. Isso
indica que o crescimento da AB23 em meio de 4cido fitico foi estatisticamente menor do que o
controle positivo, mas maior do que no controle negativo, visto que no momento da contagem
das colonias as células do meio sem fontes de foésforo estavam mortas. Em resumo, a AB23 foi
capaz de utilizar o fitato do meio, mas com menor eficiéncia em comparagdo com o fosfato de
amonio, fonte padrdo (Figura 7A).

A AB60 forneceu p = 0,0792 para o teste de Brown-Forsythe, validando o uso da
ANOVA, que demonstrou diferenga estatisticamente significativa entre os trés tratamentos
(F=13,65). De acordo com o teste de Tukey, o controle positivo apresentou média superior aos
outros dois (p = 0,0086 para meio modificado com fitato e p =0,0106 para o controle negativo)
e ndo houve diferenga estatistica entre o meio com fitato e o meio sem fontes de fosforo (p =
0,9771). Interpretando esses dados, a cepa AB60 apresentou crescimento significativamente
menor no meio com acido fitico em relagdo ao controle positivo, e comportamento

estatisticamente semelhante ao do controle negativo. Apesar da AB60 ter conseguido crescer



22

no meio modificado, outras passagens dessa bactéria devem ser realizadas para esgotar as suas
reservas nutricionais a fim de confirmar completamente que o seu desenvolvimento se deu em

razdo do uso do fitato (Figura 7B).

Figura 7. Analise estatistica de ANOVA realizados no GraphPad, utilizando a contagem de
UFC/mL dos testes semiquantitativos em VL-55. A) cepa AB23 e B) cepa AB60. C+:
(NH4)HPO3; como fonte de nitrogénio, F: fitato como fonte de nitrogénio, C-: meio de cultura
sem adicao de fonte de fosforo.

A B
AB23 AB60
- 2.5%10%+
x108 —
2x1094
6x108 —
2 T 1.5x10°
O  4x10°8 o O
e 5 1%10°
2x108 5%108=
0 - 0-
c+ F cC- c+ F cC-
Tratamentos Tratamentos

Fonte: a autora

O meio de cultura Pikovskaya (PKV) ¢ um meio diferencial e seletivo produzido com
fontes insoluveis de fosforo, com o objetivo de selecionar microrganismos com capacidade de
solubilizé-los. Altas concentragdes dessas fontes sdo utilizadas na producdo desse meio para
que ele apresente uma coloragdo opaca, o que permite a visualizacdo de um halo ao redor da
coldnia bacteriana ou fingica caso elas consigam solubilizar o fosforo presente. Apos cultivar
as cepas AB23 e AB60 em meio PKV modificado com 5 g/L de fitato, ndo foi observado
nenhum crescimento ou surgimento de halo (Figura 8). Como observado nos experimentos
anteriores, altas concentragdes de fosforo sdo limitantes ao crescimento da acidobacteria, o que
pode ser o motivo da sua ndo sobrevivéncia. Tentando contornar esse problema, o experimento

foi repetido diminuindo a concentrac¢ao de fitato para 1 g/L.
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Mesmo apds a diminui¢do do fitato na produgdo do meio PVK, as duas cepas ainda ndo
apresentaram crescimento, pois a quantidade de fitato ainda permaneceu muito acima do
considerado adequado para o seu desenvolvimento.

Figura 8. Resultado do crescimento em meio PKV. A) AB23 a 5 g/L de fitato. B) AB60 a 5 g/LL
de fitato. C) AB23 a 1g/L de fitato e D) AB60 a 1 g/L. de fitato.

A B

Fonte: a autora

5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos para as cepas AB23 e AB60 no meio de cultura VL-55 mostraram
a capacidade da utiliza¢do do acido fitico como fonte de fosforo para o seu desenvolvimento
por parte da AB23. Para que se possa afirmar o mesmo sobre a AB60, ainda sdo necessarios
experimentos futuros realizando mais passagens com suas células em meios sem fésforo para

o esgotamento completo das suas reservas de nutrientes. Os experimentos feitos utilizando meio
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Pikovskaya ndo possibilitaram o crescimento de nenhuma das cepas devido ao alto teor de
fitato, que se ¢ desfavoravel para seus desenvolvimentos.

Em conclusdo, € possivel confirmar a hipotese de que a cepa AB23 possui capacidade
de solubilizar fésforo organico na forma de fitato, sugerindo que, na falta de fontes soluveis de
fosforo no meio, ela produza e libere enzimas fitases que vao hidrolisar estes compostos,
resultando em fosforo inorganico solivel disponivel para o uso em seus processos. Isso sugere
a sua participacdo no ciclo biogeoquimico do foésforo em solos do Cerrado, auxiliando na
disponibilizagao de fosforo soluvel que ird estimular o crescimento das plantas, além de

evidenciar o seu possivel uso como um bioinsumo.
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ANEXOS

Anexo A: Solugdes de Tungstato / Selenito, elementos traco e vitaminas (SAIT;
HUGENHOLTZ; JANSSEN, 2002).

Soluciao de Tungstato/Selenito (1000 mL)

NaOH 0,500 g
Na,SeO, x 5 H20 0,003 g
Na,WO., x 2 H,O 0,004 g
Agua destilada 1000,000 mL

Solucao de Elemento Traco SL- (1000 mL)

HCL (25%; 7.7 M) 10,00 mL
FeCL,x 4 H.O 1,50 g
ZnCl, 70,00 mg
MnCl. x 4 H.O 100,00 mg
H.BO, 6,00 mg
CoCl,x 6 H.O 190,00 mg
CuCL x 2 H.O 2,00 mg
NiCL x 6 H.O 24,00 mg
Na,MoO., x 2 H.O 36,00 mg
Agua destilada 990,00 mL

Dissolver FeCl2 em HCI, entdo diluir em agua, adicionar e dissolver os outros sais.

Solucio de Vitaminas (1000 mL)

Vitamina B12 17,00 mg
4-aminobenzoato 13,00 mg
Biotina 3,00 mg

Acido nicotinico 33,00 mg
Hemicélcio D-(+)-pantotenato 17,00 mg
Piridoxamina — HCI 50,00 mg
Tiamina — HCl x 2 H,O 33,00 mg
D, L-6,8—4cido tioctico 10,00 mg
Riboflavina 10,00 mg
Acido folico 4,00 mg

Agua destilada 1000 mL

Filtrar e esterilizar a solucao.



