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Resumo

A canola (Brassica napus) € uma cultura com alto potencial de expansdo de mercado,
principalmente pela possibilidade do uso de seu 6leo na produgao de biocombustiveis. A cultura
requer grande quantidade de nutrientes para melhor producdo de grdos. O potéssio € um
nutriente altamente demandado pela maioria das culturas e o sucesso e a qualidade na producao
agricola exigem que este esteja disponivel da maneira adequada para as plantas. Fertilizantes
potéssicos empregados no Brasil sdo em sua grande maioria importados. Dessa forma, visando
diminuir essa dependéncia do pais, 0 uso de rochas, que caracteriza pratica mais sustentavel,
vem sendo estudado a fim de diminuir custos de producdo e impactos ambientais. As rochas
silicaticas possuem teor considerdvel desse nutriente em sua composi¢do que promove 0
suprimento de K. Contudo, a forma como o K encontra-se disponivel ndo condiz com a
velocidade e necessidades agricolas. Da mesma forma, o fésforo (P) € um elemento essencial
para as plantas e por se tratar de um nutriente que apresenta forte interacdo com o solo (fixacao),
sua falta acaba sendo limitante para a producdo. O uso de microrganismos surge como uma
proposta biotecnolégica relevante para acelerar a solubilizacdo desses nutrientes no solo. Além
disso, microrganismos podem interagir positivamente com plantas, produzindo fitorménios que
estimulam o crescimento vegetal. Diante disso, este trabalho tem como objetivo identificar
linhagens de leveduras que atuem como bioestimulantes. Ou seja, produtos que contém
substancias naturais com diferentes composi¢des, concentracdes e proporcdes, que podem ser
aplicados diretamente nas plantas, nas sementes e no solo, com a finalidade de incrementar a
producdo. Para alcancar esse objetivo, 72 leveduras foram prospectadas pela capacidade
solubilizar quatro fontes diferentes de K utilizando p6 de rocha comercial (PRC-1, PRC-2,
PRC-3 e PRC-4) e uma de P (fosfato tricalcio), e pela capacidade de producdo de acido
inolacético. A conducdo de bioensaio de solubilizacdo de K e P em condicGes laboratoriais
permitiu a selecdo de 26 linhagens com caracteristicas quanto a solubilizacdo e producéo de
acido indolacético. Posteriormente, 8 linhagens foram avaliadas pela capacidade de promover
0 crescimento da canola em casa de vegetacdo, selecionadas conforme desempenho nos
parametros avaliados: teor de clorofila, didmetro, massa seca da parte aérea, massa seca da raiz
e razdo entre raiz e parte aérea Os resultados demonstraram uma tendéncia de beneficio da
inoculacdo de leveduras, conclui-se que leveduras possuem caracteristicas favoraveis ao uso

como bioestimulantes.

Palavras chaves: Bioestimulante, biossolubilizacdo de potéassio, leveduras promotoras

de crescimento



Abstract

Canola (Brassica napus) is a crop with high market expansion potential, mainly due to the
possibility of using its oil in the production of biofuels. The crop requires a large amount of
nutrients for ideal grain production. Potassium is a highly demanded nutrient by most crops,
and success and quality in agricultural production require that it be adequately available to
plants. The potassium fertilizers used in Brazil are mostly imported. Therefore, aiming to reduce
this dependence on imports, the use of rocks, which characterizes a more sustainable practice,
has been studied to reduce production costs and environmental impacts. Silicate rocks have a
considerable amount of this nutrient in their composition, which promotes the supply of K.
However, the way in which K is made available does not keep pace with agricultural needs.
Similarly, phosphorus (P) is an essential element for plants and, being a nutrient that interacts
strongly with the soil (fixation), its lack ends up being limiting for production. The use of
microorganisms emerges as a relevant biotechnological proposal to accelerate the solubilization
of these nutrients in the soil. In addition, microorganisms can interact positively with plants,
producing phytohormones that stimulate plant growth. Therefore, this work aims to identify
yeast strains that act as biostimulants. That is, products that contain natural substances with
different compositions, concentrations and proportions, which can be applied directly to plants,
seeds and soil, in order to increase production. To achieve this objective, 72 yeast strains were
selected for their ability to solubilize four different sources of K using commercial rock powder
(PRC-1, PRC-2, PRC-3 and PRC-4) and one source of P (tricalcium phosphate), and for their
ability to produce indoleacetic acid. A bioassay of K and P solubilization under laboratory
conditions allowed the selection of 26 strains with solubilization and indoleacetic acid
production characteristics. Subsequently, eight strains were evaluated for their ability to
promote canola growth in a greenhouse, selected according to their performance in the
evaluated parameters: chlorophyll content, stem diameter, shoot dry weight, root dry weight,
and root/shoot ratio. The results demonstrated a tendency for beneficial effects from yeast

inoculation, concluding that yeasts possess favorable characteristics for use as biostimulants.

Keywords: Biostimulant, potassium biosolubilization, growth-promoting yeasts
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1. Introducéo

Os microrganismos auxiliam no desenvolvimento e crescimento das plantas, sendo
assim considerados ferramentas sustentaveis capazes de afetar positivamente a producdo e
manutencédo de agroecossistemas. Uma grande variedade de espécies microbianas, incluindo as
presentes no solo, pode interagir com as plantas atuando de certa forma no desenvolvimento
vegetal através do aumento da resisténcia a fatores bioticos e abidticos, e também promovendo
o desenvolvimento radicular, influenciando o crescimento e desenvolvimento vegetal. Muitas
hip6teses tém sido atribuidas para justificar a promogéo de crescimento vegetal por parte dos
microrganismos, por exemplo, exsudacdo de compostos sollveis, 0s processos tanto de
mineralizacdo quanto de mobilizacéo de nutrientes, producdo de hormdnios vegetais bem como
a solubilizacdo de fosfato (Silva et al. 2015). O uso de bioldgicos apresenta vantagens tais como
a melhor absorcéo de 4gua e nutrientes por parte das plantas, aumento da resisténcia a estresse
hidrico e também aos efeitos dos residuos de herbicidas presentes no solo. O uso de
bioestimulantes na agricultura, além de proporcionar um cenario mais sustentavel, diminui os
custos da producdo por gerar produtos de qualidade elevada e levar a um rendimento superior
nas culturas (Russo e Berlin apud Vasconcelos, 2006). O Brasil possui uma biodiversidade rica
e ainda pouco explorada, nesse sentido, estudos voltados para o uso de microrganismos tém
crescido considerando a importancia dos mesmos para a manutencéo da qualidade de ambientes
e na diminuicdo dos impactos ambientais (Bezerra et al, 2020). O mercado desses produtos
apresenta crescente demanda no pais e com estimativa de triplicar até a proxima década
(Rouphael et al ,2018).

1.1 Bioestimulante

Frente as mudancas climaticas cada vez mais drasticas, a agricultura tem como desafio
minimizar os impactos gerados em sua decorréncia. Faz-se necessario atender a demanda por
alimento que é crescente nos dias atuais. O estudo do manejo agricola juntamente com
tecnologias e ferramentas ecologicamente corretas permitem o alcance da sustentabilidade
(Dittmer et al, 2023).

Segundo o MAPA, “bioestimulantes sdo produtos que contém substancia natural com

diferentes composicdes, concentragdes e proporcoes, que pode ser aplicado diretamente nas
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plantas, nas sementes e no solo, com a finalidade de incrementar a producdo, melhorar a
qualidade de sementes, estimular o desenvolvimento radicular, favorecer o equilibrio hormonal
da planta e a germinacdo mais rapida e uniforme, interferir no desenvolvimento vegetal,
estimular a divisdo, a diferenciacdo e o alongamento celular, incluidos os processos e as
tecnologias derivados do bioestimulante” (GOVERNO DO BRASIL, 2021).

Os quatro principais grupos de bioestimulantes utilizados s&o: aminoécidos e
hidrolisados de proteinas, substancias humicas, extratos de algas e 0s microrganismos que sao
objeto de estudo deste trabalho (Embrapa, 2016).

Os mecanismos de acdo dos microrganismos sobre as plantas sdo cruciais no
desenvolvimento vegetal. Os principais s&o: desempenho na atuacdo e regulacdo de
fitormdnios, aumentando a concentracdo de auxinas, giberelina, citocinina e outros. Além disso,
séo capazes de biodisponibilizar nutrientes essenciais para o crescimento da planta e produzem
substancias capazes de induzir resisténcia sistémica ao hospedeiro que diminuem os danos que
podem ser causados por fitopatdgenos (&cido cianidrico, antibioticos). Os metabdlitos volateis,
que também podem ser secretados pelos microrganismos, induzem resisténcia a doencas e
estresses abidticos. Sendo assim 0s microrganismos promotores de crescimento em plantas
elevam a qualidade dos vegetais por conta da sua acdo como bioestimulantes, biofertilizantes e
biocontrole (Lopes et al, 2021).

O Brasil é o maior consumidor de insumos biol6gicos enquanto a Europa ocupa a
posicao de maior produtora desses insumos. O principal objetivo do uso dessas biotecnologias
é a reducdo da dependéncia dos quimicos convencionais, atendendo a necessidade por praticas
mais sustentaveis. O uso de bioestimulantes € uma pratica economicamente viavel, uma vez
que os custos de producédo diminuem em relacéo aos produtos convencionais (Beudot, 2024).

Complementando as praticas ja estabelecidas na lavoura, os produtos bioldgicos ja séo
ferramentas existentes no mercado, podendo aumentar a lucratividade, reduzir prejuizos e
preservar os ambientes em que sdo utilizados. Estes produtos atendem as diversas necessidades
das culturas, oferecendo solugdes como inoculantes: inoculantes para solubilizacéo de fosforo,
nematicidas microbiologicos, fixador foliar de nitrogénio, inseticidas microbioldgicos
(Bioldgicos, s.d).

No grupo de bioestimulantes encontram-se 0s inoculantes. Um inoculante €
caracterizado como substancia que contenha microrganismos que possuam atuacdo benéfica
para o desenvolvimento vegetal (Ferreira et al, 2024).

Uma das vantagens alcancada através da inoculacdo de leveduras esté relacionada as
propriedades do solo e os beneficios gerados. Foi demonstrada a influéncia positiva no diametro
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do solo afetando a estabilidade dos macroagregados durante o periodo de incubacgéo. No estudo,
foi avaliado o potencial de formacéo de biofilme através da incubacdo de isolados de Pichia
kudryavzevii e a influéncia na qualidade do solo. Também foram observados efeitos positivos
nas propriedades bioldgicas do solo, houve uma maior atividade desidrogenase, um dos
indicadores da qualidade do solo, em solo inoculado com leveduras (Ramya et al 2021).

A inoculacdo é o método pelo qual os microrganismos séo colocados em contato com a
planta de interesse. Diante disso, conhecimentos tanto a respeito do inoculante quanto da planta
s8o essenciais para o sucesso dessa pratica. A inoculacdo pode ser apenas de um isolado ou com
coinoculacdo (Lopes et al, 2021).

O método como a inoculacéo é realizada deve considerar aspectos que sdo cruciais para
0 sucesso, como quantidade de indculo, multiplicacdo e distribuicdo na rizosfera, aspectos
fisiolégicos da planta e também condig¢des do solo como pH, umidade (Lopes et al, 2021). As
técnicas utilizadas para promover uma inoculacdo eficaz consideram todos 0s aspectos
mencionados e podem ser empregadas em diferentes estadios do crescimento vegetal. A figura
1 mostra as técnicas possiveis para aplicacdo da inoculacao.

Inoculagiio Inoculagiio Inoculagiio Inoculagiio
na semente na raiz no solo foliar

o M Yo\
]W W

Figura 1. Diferentes técnicas utilizadas para inoculagdo de microrganismos em semente, raiz, no solo e parte
aérea (foliar) Fonte: Lopes et al (2021).

1 55

A tabela 1 apresenta espécies microbianas e o efeito de sua inoculagcdo em diferentes

cultura e os possiveis efeitos em decorréncia de sua utilizagao.

Tabela 1. Inoculantes microbianos ja testados em estudos académicos, cultura utilizada e efeito no crescimento/
desenvolvimento. Fonte: Adaptado de: Florencio et al, 2022.
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Espécie

Cultura

Efeito

Referéncia

Rhizophagus clarus

Aspergillus terreous

Trichoderma virens

Trichoderma harzianum
e Pochonia
chlamydosporia

Mistura de isolados (G.
rubripertincta SO-3B-2,
MB- P3A-49, MB-P3-
C68 e SO-3L-3 de
Pseudomonas stutzeri) e
Bacillus cereus AVIC-3-
6

Serratia sp., Bacillus sp.,
Trichoderma asperellum

Soja e algodao

Tomate

Alface e Rlcula

Soja

Pepino (cultivo
hidropdnico)

Arroz

Rendimento das plantas e
nos teoresde P e N

No crescimento da planta;
na resisténcia contra a
infeccdo por
Pseudomonas syringae;

Desenvolvimento das
plantas e da captacgdo de
N pelas plantas;

Desenvolvimento e
aumento da massa de
gréos

Controle da podriddo
radicular causada por
Pythium aphanidermatum
e crescimento vegetal

Taxa fotossintética e
biomassa de matéria seca
da parte aérea do arroz.

Cely et al (2016)

Yoo et al (2018)

Fiorentino et al (2018)

FIDELIS et al (2023)

CORREA et al (2011).

Nascente et al. (2017).

Considerando a ideia da utilizacdo das leveduras que destacam-se por suas

caracteristicas promotoras de crescimento vegetal, a compreensdo do processo de producao de

um bioestimulante a base desses microrganismos pode ser observada a seguir:
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Figura 2. Etapas para obtengdo de um produto bioestimulante comercial.

1.2 Acéo dos microrganismos na rizosfera

A rizosfera é considerada a regido do solo com forte influéncia das raizes e plantas e a
alta atividade entre si. Além disso, proporciona ambiente adequado para 0 crescimento
microbiano além de moldar as comunidades predominantes (Solanki et al, 2024). Nessa fracdo
do solo, 0s microrganismos assumem papéis importantes, nos ambientes naturais e agricolas,
atuando na disponibilidade de nutrientes e transformacdes da matéria organica (Silveira;
Freitas, 2007). Uma das principais fontes de nutrientes para a comunidade microbiana séo 0s

compostos organicos que sao secretados principalmente pelas raizes das plantas na forma de
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exsudatos. Esses exsudatos variam de acordo com a espécie e sS40 compostos por vitaminas,
enzimas, compostos volateis, acidos organicos e outros (Hirata; Andrade, 2011).

Os exsudatos radiculares exercem influéncia significativa na comunidade microbiana
presente na rizosfera, pois servem como substrato para 0 crescimento dos mesmos,
selecionando de certa forma, a colonizacdo microbiana. O mesmo é valido para o0s
microrganismos, que também influenciam a zona radicular atraves de metabdlitos que atuam
na permeabilidade de células radiculares, disponibilidade de nutrientes e outros (Silveira;
Freitas, 2007).

Nesse contexto, os Fungos promotores de crescimento em plantas (FPCP) sdo
conhecidos como o grupo de fungos que colonizam as raizes presentes na rizosfera e
influenciam positivamente o desenvolvimento das plantas. S&o fungos saprofiticos, e ndo
causam patogenicidade a planta. Sdo classificados como endofiticos, pois habitam dentro das
raizes onde héa troca de metabdlitos de forma direta com a planta, ou epifitos, onde habitam
livremente na parte externa da raiz (Hossain; Sultana, 2020).

Aumento radicular
Adaptacdo

Nutrientes disponiveis

P disponivel

fitoestimulacad

Colonizagdo radicula .
ixsudatos radiculares

= FPCP

Supressdo de doengas Solubilizagdo de fosfato

Controle de estresse Fitorménio

Mineralizagdo

Figura 3. Interacdo benéfica entre plantas e fungos promotores de crescimento de plantas (FPCP). Fonte:
Adaptado de Hossain; Sultana (2020).
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A promocdo de crescimento por parte dos FPCP (Figura 3) ndo € atribuida apenas a um
Unico mecanismo possivel. Sabe-se que esses mecanismos de promocao de crescimento podem
ser tanto de ordem direta quanto indireta. A maneira direta acontece quando os fungos
produzem substancias ou disponibilizam nutrientes que interferem positivamente no
crescimento das plantas. Ja a forma indireta ocorre quando os fungos séo capazes de suprimir
patdgenos e melhorar estresses tanto de ordem bidtica quanto abidtica que acabam
influenciando no desenvolvimento da planta (Hossain; Sultana, 2020). Os FPCP mais relatados
sdo do género Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Piriformospora, Phoma e Trichoderma.
Apds a analise de resultados dos diferentes estudos, constatou- se que a partir dessas interaces
(planta-PGPF) foram observados efeitos positivos na germinacdo, no vigor das mudas,

producdo de biomassa e eficiéncia fotossintética (Hossain; Sultana, 2020).

Um microrganismo capaz de produzir reguladores de crescimento vegetal ou até mesmo
altera-los, como no caso de fitormonios, AIA, GA, etileno e outros é conhecido como
fitoestimulador. (Vejan et al, 2016). A producéo de fitormdnio por microrganismos pode gerar
crescimento vegetal e aumentar a quantidade de metabdlitos gerados pela planta que podem ser
usados para o seu desenvolvimento.

As plantas interagem de forma simbiotica com fungos micorrizicos e bactérias. As
interacdes possuem varias classificagcdes, sendo a micorrizico arbuscular (MA) mais conhecida.
Nesse caso, a simbiose acontece entre a planta e o fungo da classe Glomeromycota, e trata-se
de uma interacdo obrigatéria, ou seja, o fungo tem seu ciclo de vida completo apenas na
presenca da planta hospedeira (Hirata; Andrade, 2011).

Uma outra interacdo bastante conhecida é a Fixacdo Bioldgica do Nitrogénio (FBN),
que acontece entre plantas e bactérias diazotroficas; a associagdo entre elas permite a captura
do nutriente no ar e a fixacdo dele pelas bactérias. Trata-se de um processo biologico
importantissimo para as plantas, ficando atras somente da fotossintese (Embrapa, [s.d.]).

Ja as leveduras atuam como agente de controle no solo contra fungos patogénicos
através de interagcBes envolvendo tanto micoparasitismo como antibiose. Também possuem
capacidade de causar inducéo de resisténcia vegetal. Além disso, a competicdo por nutrientes
promovida por leveduras interfere na satde vegetal especialmente por conta da producdo de
hormonios de crescimento, como por exemplo, o acido indolacético (AlA) (Ali et al, 2024).

Os mecanismos antagonistas que estdo envolvidos na a¢do contra os patdgenos vegetais

que envolvem o micoparasitismo sdo consequéncia do crescimento mais acelerado das
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leveduras em relacdo aos microrganismos patogénicos, sendo assim, ocorre reducdo na oferta
de nutrientes disponiveis e a rapida colonizagdo até mesmo em plantas (Nimsi et al., 2023). A
atividade de inibicdo contra patdgenos desempenhada pelas leveduras contribui também para a
preservacdo ambiental, uma vez que a utilizacdo de fungicidas de maneira exacerbada acarreta

em poluicéo.

1.3 Rochagem

A técnica de rochagem consiste na incorporacdo da rocha moida, na forma de pd, junto
ao solo, a fim de promover nutrientes necessarios ao crescimento vegetal (Prates et al, 2022).
A utilizacdo de rochas como ferramenta na fertilizacdo dos solos ja é comum, inclusive as
rochas silicaticas. Todavia, a disponibilidade do potassio pode ser lenta, contraria a producao
agricola. Assim sendo, aliado ao uso das rochas, associar métodos de biossolubilizacdo de
potéssio caracteriza uma técnica agricola vantajosa.

De acordo com Martins (2023), “os remineralizadores sdo uma categoria de
agrominerais silicaticos com diversos grupos, podendo ser ricos em calcio e magnésio
(basalticos), célcio (calcissilicaticos), magneésio (ultramaficos), potassio (alcalinos) ou célcio,
magnésio e potassio (ultramaficos alcalinos)”.

O potéssio ndo costuma ocorrer de forma elementar e a maioria dos minerais que
possuem esse nutriente encontra-se na forma insolavel, sendo sua dissolucdo possivel através
de forte atague quimico acompanhado de tratamento térmico. O grupo de micas apresenta
caracteristicas interessantes para aplicacdo como remineralizadores, levando em conta sua
estrutura aberta e significativos teores de potassio. Como exemplo temos: biotita (7-12%),
flogopita (11-17%), muscovita (7-10%), ilita (4-8%) e glauconita (5- 8%) (Cara et al, 2012)

Grande parte dos fertilizantes potassicos consumidos pelo Brasil é fruto de importacéo
devido a baixa producéo interna (Castiglione et al, 2021). O potassio aparece como principal
nutriente utilizado pelos produtores, 38%, em seguida o fésforo, 33%, e o nitrogénio, 29%.
Culturas importantes como a soja, a cana e o milho demandam adubagéo de forma significativa,
cerca de 73% do consumo nacional.

O uso de pd de rocha para promocao da nutri¢do para plantas ainda é questionavel por
tratar-se de um material de baixa solubidade, dessa forma a utilizacdo dos microrganismos para

promover uma maior velocidade no processo de solubilizagdo torna-se alternativa promissora
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(Alovisi et al, 2020). A tabela 2 rene informacdes de trabalhos académicos sobre a utlizacdo

de microrganismos associados a técnica de rochagem e seus efeitos.

Tabela 2. Utilizacdo de microrganismos associados a rochagem.

Espécie Cultura Efeito Referéncia
Rhizobium tropici Feijdo (Vermelho Aumento na Machado et al, (2022)
rajado) produtividade
Isolado de fungos e Milho Aumento na GOMES et al, (2014)
bactérias (Burkholderia, disponibilizacéo de P in
Bacillus e Talaromyces e vitro a partir de fosfato de
Penicillium no) Itafos e fosfaro de Araxa
Bacillus subtilis, Bacillus Alface Aumento na de Oliveira et al, (2024)
pumilus, Bacillus produtividade

amyloliquefaciens.
Metarhizium anisopliae,
Beauveria bassiana,
Bacillus thuringiensis
var. Kurstaki

1.4 Potéssio no Solo e na planta

A presenca de K no solo ndo necessariamente significa sua inteira disponibilidade.
Segundo Korndorfer (2003, apud Kinpara; 2003) a existéncia de K varia de 7 kg.ha* e 15 t.ha
1 porém apenas cerca de 1 a 2% encontra-se disponivel nas formas trocaveis (adsorvidas) ou
soltveis (na solucdo do solo).

Outro fator associado a disponibilidade de K e tambeém a outros nutrientes diz respeito
a capacidade de troca de cations (CTC). A CTC corresponde a quantidade total de cations
retidos & superficie desses materiais em condi¢do permutavel (Ca?* + Mg?* + K* + H" + AI®*).
Um solo com CTC ocupado por cations essenciais como Ca?*, Mg?* e K* caracteriza um solo
favoravel no aspecto de nutricdo de plantas. J& uma CTC baixa indica que o solo tem pouca
capacidade de retencdo de céations trocaveis, sendo assim recomendadas as adubacdes
parceladas para o combate dessa deficiéncia (Ronquim, 2010).
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Outro fator importante esta relacionado a intensidade de chuvas associada a baixa
presenca de matéria organica que favorece a lixiviacdo desse nutriente, acarretando em baixa
CTC. Nafigura 4 é possivel observar a influéncia de disponibilidade de K através da ocorréncia

de precipitacdo sobre a ocorréncia de K nos solos brasileiros no aspecto biomas.
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Coldmbia
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LEGENDA

Disponibilidade de K (mg kg-1)
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0-30 (Muito baixa - 19,5%)
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Figura 4. Mapa da disponibilidade de K em mg kg-1 no territorio brasileiro. Foram determinadas 5 classes de
disponibilidade de potassio: muito baixa, baixa, média, alta e muito alta. O percentual indica o quanto de
territério corresponde a cada classe estipulada. Fonte: Adaptado de Prado, (2008)

Segundo Prado (2008), a alta concentracdo de K na Caatinga esta atribuida a baixa
precipitacdo que varia em torno de 400 a 800 mm ao ano. Em contrapartida, a regido da
Amaz0nia, os teores mais baixos de K decorrem da alta precipitacéo, e consequentemente maior
lixiviacdo. J& o cerrado é caracterizado por ter seus teores variando entre baixo e médio,
necessitando de constantes aplicacOes de fertilizantes devido ao sistema de monocultura e
pastagens.

A forma i6nica K*, presente na solucdo do solo, é a forma absorvida pelas raizes. Na
presenca de altas concentragbes de Ca®* e Mg?* o nutriente pode ter sua absorcio reduzida.
Apesar de variar conforme a espécie, a exigéncia de K para crescimento vegetal adequado esta
entre 2 a 5 % na matéria seca (Faquin, 2005).

Devido a sua permeabilidade nas membranas plasmaticas, o K torna-se facilmente
absorvido e transportado a longa distancia tanto pelo xilema quanto pelo floema. Por conta da

maior parte na planta ser encontrada na forma soltvel, sua redistribuicéo é ainda mais fécil no
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floema. Em um cenério com baixo fornecimento de K, o mesmo é redistribuido das folhas mais
velhas para as mais jovens; assim, os sintomas de deficiéncia sdo perceptiveis inicialmente nas
folhas mais velhas. Essa observagdo é de extrema importéncia no aspecto nutricional, pois
atraves da percepcéo dessa deficiéncia é possivel entrar com correcdo na adubacao, melhorando
a nutricdo da planta (Faquin, 2005).

O potassio é um dos nutrientes mais demandados pelas plantas, sendo bastante utilizado
na agricultura. E um macronutriente essencial para o desenvolvimento, além de participar de
varias fases durante o crescimento vegetal, como, por exemplo, atuacdo como catalisador de
enzimas participantes da sintese de proteinas e regulador do controle osmotico dos estdmatos.
Exerce também funcdo de destaque quando se encontra ligado a enzima piruvato-quinase,
atuando na respiracdo celular e no metabolismo de carboidratos (Kinpara, 2003).
Fisiologicamente falando, este nutriente esta presente em importantes processos metabolicos
vegetais, tendo funcBes de relevancia na fotossintese, sintese de proteinas e carboidratos.

Devido ao seu papel no crescimento radicular, formagdo de grdos e tantos outros
processos, uma maior produtividade implica a exigéncia de K pela cultura. E comum que os
solos brasileiros sejam carentes em K, uma vez que sua forma soltvel pode sofrer lixiviacdo
facilmente. Logo, apenas a presenca da rocha matriz ndo assegura o fornecimento adequado
deste elemento. A baixa capacidade de troca catiénica (CTC) desses solos (sob cerrado) acarreta
na baixa capacidade de armazenamento de K (Kinpara, 2003).

O potassio é essencial para um dos processos fisiologicos considerados mais
importantes para a planta, a fotossintese. O K, completamente envolvido na manutencédo e
funcionamento dos estbmatos, permite que a fixacdo de CO. aconteca. Influéncia nas condigdes
do cloroplasto, taxas de pH e também ativacdo enzimatica. As condi¢des de pH proporcionam
a producdo de ATP no processo de fotossintese e importantissimo no processo de troca de
H+/K+ (Johnson et al, 2022). Também € responsavel por ser um dos fatores que afetam o
mecanismo de abertura e fechamento estomatico. As elevadas concentracdes de k* nas células
guardas promovem o0 aumento da pressao osmotica, reduzem o potencial osmético e a agua da
célula (Faquin, 2005).

1.5 Biossolubilizacéo de K

A producdo agricola demanda doses elevadas de potassio que sdo fornecidas através de
fertilizantes. O cloreto de potassio aparece como uma das principais fontes desse nutriente,
contudo apresenta alto indice salino que pode ser prejudicial as plantas, além de aumentar
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significativamente os custos de produgdo. O uso de nutrientes que possuam KCI em sua
composicao influenciam negativamente no aspecto ambiental, podendo afetar a microbiota do
solo. Um outro problema diz respeito a quantidade demandada desses fertilizantes potéssicos,
ja que o mercado nacional ndo supre toda a necessidade existente, assim tornando o pais
dependente da importacédo para obtencao desses fertilizantes (Silva et al, 2015). Nesse contexto,
0 uso de opgdes bioestimulantes surge como alternativa, fortalecendo a bioeconomia e gerando
a oportunidade para mitigar os impactos ambientais.

Vaérias rochas presentes no territorio brasileiro estdo sendo avaliadas quanto a sua
capacidade de atuar como fonte alternativa de adubacdo potassica. Pesquisas tém sido
realizadas a fim de encontrar estratégias para acelerar a solubilizacdo de K e aumentar sua
disponibilidade. Para tanto, microrganismos tém sido prospectados para elevar a
disponibilidade de K. (Silva et al, 2015).

Muitas bactérias foram reportadas quanto a capacidade de solubilizar K, dentre elas,
Pseudomonas, Acidithiobacillus, Rhizobium e outras. Dentro do grupo dos fungos, Aspergillus
e Penicillium sdo os mais comuns. No caso dos fungos micorrizicos, esses promovem o
aumento de K soluvel através da solubilizacdo de K proveniente de minerais potassicos
presentes no solo por conta da liberacdo de acidos organicos e prétons no meio (Silva et al.
2015). Ja dentre as leveduras, fungos unicelulares, Candida tropicalis, Rhodotorula e Yarrowia
lipolytica s&o algumas das leveduras relatadas quanto ao seu potencial na solubilizagdo de
fosfato (Devi et al, 2025).

Muitas hipoteses tém sido atribuidas para justificar a promocéo de crescimento vegetal,
por exemplo, e exsudacdo de compostos sollveis, 0s processos tanto de mineralizacdo quanto
mobilizacdo de nutrientes, producdo de hormonios vegetais e até mesmo a solubilizacdo de
fosfato (Silva et al 2015). A Tabela 3 apresenta algumas espécies de leveduras ja utilizadas para
a solubilizacdo de K e promogéo de crescimento vegetal.

O uso de microrganismos capazes de tornar este elemento prontamente disponivel tem
sido adotado como estratégia para promover sua disponibilidade, ja que apresenta baixo custo
econdmico e ambiental, além de agregar em atividades agricolas (Silva et al. 2015).

Tabela 3. Diferentes microrganismos utilizados para a solubiliza¢do de K in vitro. Fonte: Do autor, (2024)

Microrganismo Efeito Utilizacéo Referéncia




Rhodotorula glutinis e Pichia
anbmala

Rhizophagus clarus e

Solubilizagdo de K

Incremento nos teores de P, K,

Crescimento em
mudas de milho

Inoculacdo em
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Mohamed et al
(2017)

Brito et al (2017)

mudas de Parica
(Schizolobium
pahyba)

Gigaspora margarita MG e Ca

Potencial
biotecnoldgico,
aplicacéo como

biofertilizante

Rosa-Magri et al
(2012)

Torulaspora globosa Solubilizacdo de K

1.6 Fésforo no solo e na planta

As formas H3POs, H,POs, HPO42 e PO4 sfo encontradas na solugdo do solo e sua
concentracdo esta altamente atrelada as condi¢des de pH. Normalmente sua presenca na solugédo
do solo sdo consideradas baixas ao comparar com a necessidade demandada pelas culturas
(Mendes et al, 2003).

O fésforo que compde a fracdo sélida do solo classifica-se em 2 grupos: labil e ndo labil.
Essas duas fracGes sdo conhecidas como fracao trocavel e ndo trocavel respectivamente ou P-
organico e P-inorgénico. A identificacdo das formas como se encontra ndo é simples, visto as
diversas possibilidades de reagcdes que 0 mesmo pode sofrer (Gatiboni et al, 2003) (Figura 5).
O processo conhecido como adsor¢édo ndo especifica ocorre quando o P- 1abil de maneira geral
encontra- se adsorvido as cargas eletropositivas que compdem o solo, em minerais como 0s
oxidos de Fe e Al. Ja a fracdo conhecida como ndo- labil de P é retida de duas formas distintas,
atraves da adsorcéo especifica ou pela formagéo de complexo de esfera interna. Nesse processo
os ions de fosfatos trocam seus ligantes por hidroxilas, resultando em formacéo de uma, duas
ou até mesmo trés ligacdes covalentes entre anion fosfato e os minerais presentes no solo (Vilar;
Vilar, 2013).

A imobilizacdo é o processo em que os microrganismos fazem uso dos fosfatos

disponiveis incorporando-os em moléculas de acidos nucléicos e fosfolipidios. Ocorre a partir
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da decomposicdo da matéria organica do solo, dessa forma, certas quantidades de fésforo sdo
assimiladas para desenvolvimento das células microbianas (Tsai; Rossetto 1992).

A mineralizacdo é o processo no qual os microrganismos desfazem as estruturas das
biomoléculas de animais, plantas, matéria organica no geral para torna-los em formas
moleculares mais simples. O processo de mineralizacdo é dependente de alguns aspectos: a
origem e composicdo da matéria organica, temperatura, pH e umidade do solo. (Tsai; Rossetto
1992).

A solubilizacéo decorre da baixa disponibilidade de P para as plantas, sendo necessario
gue esse processo ocorra transformando o P da fase solida para a solucdo. Esse processo de
disponibilizacdo € dependente de pH, do teor de 6xidos e também outros fatores que podem
interferir no equilibrio P-sélido/ P-solucdo (Pavinato et Rosolem, 2008).

Na figura 5 ¢é apresentado o ciclo do fosforo no solo, as formas de entrada no nutriente
no sistema, a forma como ele é encontrado os processos de imobilizacdo, mineralizacéo e

solubilizacdo, além das formas de perda.

imobilizagao
(Microrganismos)
p
I

(Fosfatases e fitases)
mineralizacao
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Figura 5. Ciclo do fosforo no solo. Transformagfes microbianas do fésforo. Fonte: Adaptado de Tsai; Rossetto,
(1992)

A adigdo de fosforo em agroecossistema permite a observagdo de resultados positivos
na producdo, uma vez que se trata de um nutriente que geralmente é o mais limitante nos

sistemas de producdo (Gomes et al, 2008).
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Na planta, o fésforo aparece na forma tanto inorganica como organica. Em sua forma
inorganica, ele é predominantemente como ortofosfato (PO.*") e em quantidade inferior, como
pirofosfato (P-P). As formas inorganicas compdem uma parcela significativa do fosforo total
presente nos tecidos vegetais (Faquin, 2005).

A translocacéo do fosforo no xilema acontece especialmente na forma como geralmente
ele é absorvido (H2POs), tendo a possibilidade também de surgir como fosforila-colina ou
ésteres de carboidrato. A mobilidade do fosforo é alta dentro do sistema planta, logo possui alta
distribuicdo através do floema como fosforil-colina. No momento em gue as plantas encontram-
se com niveis satisfatorios em nutricdo de P, 85% a 95% do P inorganico total localiza-se nos
vacuolos. Dessa forma, quando ha um decréscimo no fornecimento de P, 0 mesmo deixa o
vacuolo e tem sua redistribuicdo conduzida para os 6rgaos em desenvolvimento. Devido a
mobilidade do nutriente, sintomas de sua deficiéncia podem ser observados nas folhas mais
velhas (Faquin, 2005).

1.7 Biossolubilizacdo de P

Véarios sdo 0s mecanismos possiveis para a solubilizacdo de fosforo atraves dos
microrganismos, podendo ser: &cidos organicos, sintese de enzimas, sider6foros e também a
respiracdo microbiana (Garcia-Berumen et al, 2025).

A principal forma de solubilizacdo de P mineral por microrganismos se da a partir de
acidos organicos que sao secretados por eles. Esse processo causa a acidificacdo do ambiente
externo. Geralmente o &cido glucénico é encontrado comumente no processo de solubilizagéo.
Uma outra forma é através de ATPases durante a absorcdo de cations com liberagcdo de H+,
substancias quelantes e formacao de acido inorganicos (De Oliveira et al, 2003). Os sidréforos
atuam na quelagdo de cations metélicos liberando o fésforo eficientemente (Garcia-Berumen et
al, 2025).

Os fosfatos organicos sdo solubilizados atraves da mineralizagdo que acontece a partir
de restos vegetais e animais. As moléculas ricas de P através do processo de mineralizacao séo
os &cidos nucléicos, fosfolipidios e agucares fosfatados, &cido fitico, polifosfatos e fosfonatos.
As enzimas atuantes nesse processo sdo as fosfatases ou fosfohidrolases (fitases) e sé&o

categorizadas como acidas ou alcalinas considerando o pH 6timo de atividade (De Oliveira et
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al, 2003) Essas enzimas sdo sintetizadas por microrganismos solubilizadores e atuam na
mineralizacdo de compostos organicos de fosforo (Garcia-Berumen et al, 2025).

Atualmente a agricultura brasileira passa por mudancas na condugdo de manejo. No
contexto de producdo cada vez mais crescente, pesquisas e utilizacdo de inoculantes bioldgicos
surgem como alternativa. No caso do fosforo o BiomaPhos tem apresentado resultados
animadores quanto sua utilizacdo. O produto possui em sua composicao bactérias do tipo
Bacillus subtilis e B. megaterium, essas bactérias possuem caracteristicas vantajosas de
aplicacdo, apresentando capacidade de formacdo de endodsporo, que as configuram como
microrganismos mais estaveis possibilitando sua aplica¢do ainda que em ambientes extremos
(Oliveira-Paiva et al, 2021). A tabela a seguir destaca alguns fungos e leveduras testados em
trabalhos académicos e o efeito alcangado em decorréncia da sua utilizagéo.

Tabela 4. Diferentes leveduras e fungos utilizados para solubiliza¢do de P e seus beneficios.

Microrganismo Efeito Utilizacao Referéncia
Candida tropicalis HY Promogdo de crescimento em  Potencializar Amprayn et al.
plantas crescimento em (2012)

mudas de arroz e
solubilizagdo de P

Williopsis californica e Regulador de crescimento Estimular processo Falih et
vegetal de nitrificacdo, e ~ Wainwright (1995)
Saccharomyces cerevisae solubilizagdo de P
em solo
Rhodotorula sp Promocdo de crescimento em Estimular Millan et al. (2020)
plantas crescimento e
desenvolvimento
em mudas de
tomate
Trichoderma e Aspergillus Biossolubilizacdo de P Solubilizacdo de P Silgado et al.
em solos
(2020)
Saccharomyces cerevisiae e Promocdo de crescimento em Solubilizacéo de Fawzy et al.
Torulaspora delbrueckii plantas fésforo e produgdo

de poliaminas (2022)
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1.8 Producéo de fitormonios

Os hormonios vegetais ou fitormonios sdo substancias organicas que desempenham
funcbes essenciais na regulacdo e no crescimento das plantas. A absorc¢éo tanto de nutrientes
como de agua pode ser indiretamente estimulada através dos microrganismos, a partir do
aumento do sistema radicular por producdo de fitormonios, que por sua vez controlam processos
biogquimicos e fisiologicos nas plantas. Essa interacdo pode ser benéfica influenciando no vigor
e metabolismo das plantas (HOSSAIN MM, et al 2020).

Os fitorménios pertencem a diferentes classes, como auxinas, giberelinas, &cido
abscisico, etc. No grupo das auxinas, o acido indolacético (AlA) é um fitormonio associado ao
alongamento de células e promocao de raizes laterais e adventicias e manutencao da dominancia
apical (Lana et al 2017).

Na maior parte das plantas existe a possibilidade de 3 rotas possiveis para a producgéo
do AIA como produto final (Figura 6). Elas partem a partir da molécula de triptofano, como
aminoacido precursor dos intermediarios que seguem até o AlA. Indol-3-piruvato (AIP) € a via
mais utilizada pelas plantas, porém outras duas sdo notérias sdo elas a triptamina (TAM) e
indol-3-acetamida (IAN). Abaixo é possivel observar essas rotas biossintéticas (Carvalho et al,
2022).

Triptamina (TAM)
Trp
Descarboxilase _—
Amina

HNJ NH "\ oxidase

Rota (TAM)

Triptofano (Trp) Acido Indol-3-pirdvico (AIP)

Indol-3-acetaldeido (IAld) "
COOH . COOH Acido Indol-3-acético (AIA)
| -— .
HN—J NH, Trp HN’ﬂ 0 AlP - »
{ Transaminase Descarboxilase J 0 h COOH
\ HN IAld /U
HN

\ Desidrogenase
Rota (AIP) \

e Indol-3-acetaldoxima
Hidroxilase > Indol-3-acetonitrila (IAN)

’ Q\/\
N
IAOX I
N

)
Rota (IAN) De-hidratase

” Nitrilase

|
HN— NOH

Figura 6. Vias biossintéticas de producdo do acido indol-3-acético em plantas. As trés rotas partem da molécula
de Trp, como amino&cido precursor dos intermediarios até o AlA Fonte:(Adaptado de Taiz e Zeiger, 2006).
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A sintese de AlIA néo é exclusiva em tecidos vegetais, por exemplo, sua producao pode
ocorrer também em microrganismos como fungos e bactérias, nesse caso a via metabdlica
central usa o triptofano como precursor (Lana et al,2017). A producéo de AlA é observada em
microrganismos como bactérias associadas as plantas. Alguns géneros de bactérias endofiticas
e epifiticas que apresentam essa capacidade sdo: Acinetobacter, Agrobacterium, Azospirillum,
Bacillus, Erwinia, Psesudomonas, Rhizobium, Xanthomonas, entre outras (Lana et al,2017).

As leveduras tém apresentado indicios favoraveis ao crescimento vegetal, devido aos
compostos produzidos por elas, como por exemplo o acido indolacético (AlA). Essas vias de
producdo ndo sao completamente elucidadas em leveduras, porém em um estudo realizado por
Mestre et al,(2025) foi observada a producdo de AIA em 2 das trés linhagens testadas. A
producdo foi acompanhada de compostos desconhecidos relacionados ao AlA, dessa forma, a
hipdtese sugerida foi de que esses compostos poderiam ser intermediarios na via biossintética
do AIA Mestre et al, (2025).

A levedura Williopsis saturnus apresentou capacidade de producéo de AlA, refletindo
no crescimento e desenvolvimento em mudas de milho. Além disso, as melhores taxas de
crescimento nas mudas de milho foram observadas na presenca de L-triptofano. A concentragédo
‘de L-triptofano influenciou significativamente na sintese do fitormbnio AIA pelos
microrganismos. Contudo, a levedura W. saturnus, também apresentou capacidade de sintese
de auxinas na auséncia de L-triptofano, sugerindo a possibilidade de outras vias metabdlicas,
ou a obtencdo de precursor a partir da planta hospedeira (Nassar et al, 2005).

Estudo com o mutante de Saccharomyces cerevisiae sugere a possibilidade de varias
vias para a sintese de AlA (Rao et al, 2010). O mutante de S. cerevisiae com dele¢des em 2
genes ALD (ALD2 e ALD3), néo é capaz de converter triptofano radiomarcado em AIA, mas
ainda assim produz AIA na auséncia de triptofano exogeno e em niveis superiores aos do tipo
selvagem, apresentando um valor de diferenca quatro vezes maior (240,3 ng/ml 71,9 ng/ml)
comparado ao tipo selvagem (59.8 ng/ml + 3.8 ng/ml). Sugere-se que a levedura possivelmente
possui outras vias para a producdo de AIA e que ndo necessariamente sejam dependentes de
triptofano. Na via do triptofano, este é convertido em indol-3-piruvato por transaminases
aromaticas, ARO8 e ARQ9, obtendo intermediario indol-3-acetoaldeido, que é entdo
transformado em 4cido indolacético pela acdo enzimatica das aldeidos-desidrogenases,
enfatizando ALD2 e ALD3. Ou seja, os genes ALD (Aldeido-desidrogenases), ARO
(Transaminases aromaticas) e ADH (Alcool-desidrogenases) realizaram a conversio de
triptofano em AIA (&cido indol-3-acético). A delecdo desses genes em mutantes de S. cerevisiae
foi feita e foi verificada, por meio de marcacdo radiotiva envolvendo carbono 14, a reducéo
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significativa na producdo de AIA por essa via metabdlica. Dessa forma, constatou- se a

existéncia de uma via metabolica independente de triptofano na producéo de AlA.

1.9 Canola (Brassica Napus) e sua fenologia

A canola é uma espécie herbécea, pertence a familia Brassicaceae, género Brassica e
possui hastes eretas, podendo seu caule atingir entre 1,4 e 1,8 metros de altura. Seu sistema
radicular é tipico de eudicotiledéneas com raiz pivotante e presenca de raizes secundarias
(BEVILAQUA et al., 2008).

As flores da canola sdo amarelas e o periodo floral costuma durar em média 3 semanas,
com flores hermafroditas prevalecendo a autofecundag@o. Os frutos se apresentam como
siliquas, que passam por um processo de abertura quando secas, contendo em média de 14 a 15
sementes (LOURENCO E PALMA apud RODRIGUES et al.,2010). De acordo com Iriarte et
al (2008) somente 40 a 50 % das flores irdo gerar siliquas produtivas, as demais costumam
sofrer aborto natural, a maturacdo dos grdos ocorre no periodo de 40 a 60 dias ap6s o
florescimento (Iriarte et al.,2008)

Ocupando a 3? posicdo entre as espécies de oleaginosas mais produzidas no mundo,
ficando atras da soja e da palma de 6leo. Teve seu melhoramento obtido através da hibridacéo
de duas espécies de colza, Brassica oleraceae e Brassica rapa. O melhoramento decorreu da
necessidade de se obter uma variedade com baixo teor de cido ertcico e glucosinatos que sdo
considerados toxicos ao organismo (Guimardaes et al, 2022).

O nome Canola € uma abreviagdo de CANadian Oil Low Acid, essa nomenclatura indica
a decorréncia do processo de melhoramento para adequar a niveis adequados sua composicao,
evitando sua toxicidade (Mendonca et al., 2016).

A canola tem como maior produtor e exportador o Canada, responsavel por 28,3% da
producdo mundial da cultura na safra 2019/20. Na sequéncia aparecem a Unido Europeia 24,4%
e aChina 19,5%. (USDA, 2021). Na figura 7 é possivel observar os principais paises produtores
de canola. No Brasil, a produgéo teve aumento a partir de 2003; a expansao do cultivo refletiu
a elevacdo da &rea colhida. Em 1998 contava com uma area de 3,4 mil hectares e em 2020 a
producdo alcancou algo em torno de 35 mil hectares. Essa evolucao se deu principalmente pelo

uso de hibridos resistentes a canela-preta.
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Produgdo mundial de Canola

19,5%
16,7% 2
Outros S
1,1%
india
Hii% 28,3%

Uniao Europeia Canada

Figura 7. Principais produtores mundiais de grdos de canola. Fonte: Adaptado de USDA (2021)

O rendimento econdmico da cultura € um fator impulsionador para os agricultores, uma
vez que seu preco acompanha o da soja e seu cultivo pode ser utilizado como safrinha em
sistemas de producdo de grdos e também na rotacdo de culturas. Seus restos culturais também
podem ser aproveitados, melhorando a qualidade dos graos em cultivos posteriores (Guimaraes
et al, 2022).

Além disso, 6leo obtido da canola possui qualidade elevada devido a sua composicao,
alta em niveis de gorduras insaturadas saudaveis, 15% a 30% de &cido linoleico (mega 6), e
5% a 13% de &cido linolénico (dmega 3), evidenciando sua importancia gastronémica e
nutricional. Além desses atributos, estudos mostram também a possibilidade de utilizag&o de
seu subproduto, o farelo de canola, na alimentacdo animal (Guimardes et al, 2022).

A ampliacdo da producdo de canola voltada a producdo de biodiesel é promissora,
especialmente pela possibilidade de emprego das mesmas terras, maquinarios e estruturas
utilizadas também na producéo, armazenamento e comercializagdo de graos, logo seria possivel
uma otimizacao dos recursos ja utilizados além de um retorno mais breve (Embrapa, 2016).

Uma outra vantagem esta atrelada ao fato de que o produtor adquire a partir do cultivo
da cultura em esquema de rotacédo, por exemplo, a diminuigéo do ataque de doengas e plantas
daninhas, uma vez que a rotacdo promove conservacgao do solo e quebra do ciclo de doencgas
(Embrapa, 2009).
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Como mencionado anteriormente, as perspectivas para a producdo da canola séo
animadoras no Pais, que tem a possibilidade de expansdo de producdo nas &reas onde sdo
produzidas as culturas de milho e soja no verdo, tal fato é justificado levando em conta que
existe uma necessidade de diversificacdo de espécies oleaginosas a fim de reduzir a dependéncia
e também a sazonalidade da soja no verdo (Embrapa, 2016).

Muitas sdo as fontes de matérias primas para a producdo de biocombustivel utilizadas
no Brasil, destacam- se a soja, milho, girassol, algod&o, canola, palma e outras. Hoje em dia, a
principal fonte de matéria prima utilizada no pais € a soja (figura 8), correspondendo a 76% do
biodiesel produzido, seguida da gordura animal 19%. E importante salientar que menos da
metade da producdo de soja é destinada a producgéo de biodiesel (Embrapa, 2016).

Outro ponto importante para considerar a cultura da canola relevante para a producéo
de biocombustivel, da se ao fato de vantagem em relacdo a outras culturas, por exemplo, 0s
grdos produzidos no Brasil apresentam um teor elevado de 6leo (38%), isso representa quase 0
dobro do que é encontrado na cultura da soja (Embrapa, 2009). A figura 8 apresenta as
principais matérias primas utilizadas para a producéo de biodiesel no Pais. Nota- se a pequena

presenca da cultura da canola no cenario atual.

33.285 (4.,8%)
39.530 (5.7%)

Matéria-prima

@®Oleo de Soja

@ Cutros Materiais Graxes
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Outras’
@ Gordura de Frango
Gordura de Porco
5.871 ®0leo de Algodéo

®Cleo de Colza/Canola
Oleo de Fritura Usado

®0leo de Milho
3.527

Figura 8. Principais matérias- primas utilizadas na producéo de Biodiesel. Fonte: Dados do sistema de
Movimentagéo de Produtos (SIMP) da ANP e do ODK.

A partir do conhecimento da fenologia de uma cultura é possivel planejar 0 manejo
adequado, pois dessa maneira é possivel conhecer a demanda de cada fase além de permitir
melhor execucdo das préticas agricolas através da subdiviséo do ciclo (Embrapa, 2023).

A canola é uma cultura anual cujo ciclo em condi¢des de cerrado pode variar entre 100
e 135 dias. Seu desenvolvimento comporta 7 estadios fenoldgicos que vao da germinacéo e
emergéncia de plantulas, producdo das folhas, alongamento da haste principal,
desenvolvimento dos botdes florais, florescimento, desenvolvimento das siliquas e enchimento
dos gréos e finalmente a maturacao dos gréos (Embrapa, 2022). A figura 9 representa as fases
de desenvolvimento da canola.

Albrecht et al, (2004) observaram que na fase de germinacao, a aplicacdo de adubacao
potassica favoreceu a germinacao e vigor das sementes de canola. Nessa fase ocorre a absorcao
de 4gua além do desencadeamento de processos bioquimicos. No ensaio, cinco doses de K
foram testadas (0, 40, 81, 120 e 160 kg ha* de K,0), com quatro repeticdes e tratamentos em
arranjo de parcelas subdivididas. Como resultado, notou-se que maiores doses resultaram em
maior rendimento dos grdos de canola. A fase de germinacdo pode ser influenciada pelo
fornecimento de K.

A canola possui uma alta demanda por nitrogénio (N), fosforo (P) e enxofre (S). A
deficiéncia desses nutrientes é bastante comum em solos que apresentam baixo teor de matéria

organica, além de elevada acidez (Tomm, 2007).
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Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3 Estadio 4 Estadio 5
Germina¢éo  Producdo Alongamen- Desenvolvi- Florescimento Desenvolvimento Maturagio dos gréos
e emergéncia das to da haste  mento dos das siliquas e
folhas principal botbes enchimento de
florais graos
Reprodutiva
4 a 6 Semanas 11 a 14 Semanas

Desenvaolvimento total da planta: 15 a 20 Semanas

Figura 9. Estadios de desenvolvimento da canola nas condi¢des do bioma Cerrado. Fonte: Adaptado de Edwards
e Hertel (2011)
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2 Objetivo Geral

Identificar linhagens de leveduras bioestimulantes para a cultura da canola.

2.1. Objetivos Especificos

Identificar linhagens de leveduras capazes de solubilizar potéssio;

Identificar linhagens de leveduras capazes do solubilizar fésforo;

Identificar linhagens de leveduras capazes de produzir AlA;

Avaliar in vitro a influéncia de leveduras selecionadas na germinacéo e no crescimento
inicial das plantas de canola;

Avaliar o crescimento e desenvolvimento de plantas de canola através de bioensaios

conduzidos em casa de vegetacdo com linhagens selecionadas.
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3. JUSTIFICATIVA

Diante da necessidade de obtencdo de uma agricultura mais equilibrada, é
imprescindivel que praticas cada vez mais sustentaveis sejam incorporadas a agricultura. O uso
de microrganismos capazes de solubilizar nutrientes para as plantas € uma ferramenta que
atenua problemas durante o cultivo. A agricultura é um forte pilar da economia para o pais e 0
uso de bioestimulantes cresce significativamente diante das vantagens geradas pelo seu uso,
como por exemplo, a diminui¢do nos impactos ambientais gerados.

O emprego da utilizacdo de produtos bioestimulantes gera beneficios para as plantas,
como a melhor absorcdo de nutrientes, através da producdo de fitorménios capazes de
proporcionar aumento radicular. Otimiza o consumo de agua, uma vez que seu sistema radicular
torna-se mais amplo, proporcionando maior capacidade de absor¢do. Ha também uma reducéo
do impacto do estresse hidrico. Os produtores também séo beneficiados com a redugdo dos
custos, além de uma maior produtividade. Na esfera ambiental, o ganho ocorre através da
estimulacao da biodiversidade, uma vez que o uso de microrganismos propicia o equilibrio em
ambientes agricolas, assim sendo, ajuda também na preservacdo e manutencédo do solo.

As culturas em sua grande maioria demandam uma quantidade significativa de
fertilizantes contendo K e P, com reflexo direto na producdo. O Brasil é altamente dependente
da importacdo desses fertilizantes. Dentro deste contexto, esse trabalho tem como objetivo obter
linhagens de leveduras altamente eficientes na solubilizacdo tanto de potassio quanto de
fésforo, podendo serem utilizadas como bioestimulantes para a cultura da canola, mitigando
assim essa dependéncia de fertilizantes. Além disso, inexiste no mercado nacional produtos
formulados a base de leveduras que apresentem potencial de promocao de crescimento vegetal.
Dessa maneira pretende-se alcangar avangos nas diferentes esferas, tanto econdmica quanto

ambiental.
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4. Materiais e métodos

4.1 Microrganismos

As linhagens de leveduras utilizadas sdo pertencentes a colecdo da Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuéria e foram conservadas em Glicerol 25% em temperatura -80°C. A
identificacdo por género das linhagens encontra- se no Anexo 1.

4.2 Meios de cultura

Todos os meios utilizados neste trabalho foram autoclavados para garantir condicéo
estéril para cultivo sob condicGes de 120 °C, 1 atm por 20 minutos. Conforme necessario, as

condicdes de pH foram ajustadas.

Meio YPD- Yeast Extract Peptone Dextrose:

- Extrato de levedura 1%

- Dextrose (D- glicose) 2%

- Peptona 2 %

- Agar 2% foi adicionado para obtencéo de YPD sélido.

Meios sintéticos para solubilizacao de Fésforo:
Meio NBRIP ca:

- Glicose 1%
- Fosfato tricélcio (Caz(P0a4)2) 0,5%
- Cloreto de magnésio hexahidratado 0,5%
- (MgCl2.6H20) 0,5%
- Sulfato de magnésio hexahidratado (MgS04.7H,0) 0,025%
- Cloreto de potassio (KCI) 0,02%
- Sulfato de aménio (NH4)2S04) 0,01%
- Agar bacteriolégico 1,5%
Ao final do preparo o pH do meio é ajustado com NaOH para 7,0.
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Meio modificado Aleksandrov (1967):

- Glicose 0,5%

- Sulfato de magnésio heptahidratado (MgSOa4.7H20) 0,05%
- Cloreto de ferro (111) (FeCls) 0,0006%

- Carbonato de calcio (CaCos) 0,01%

- Fosfato tricalcio (Ca3(POa4)2) 0,2%

- Fonte de potéssio 0,3%

- Agar bacterioldgico 1,5%

Fontes de potéssio: P6 de rocha comercial
1. PRC-1
2. PRC-2
3. PRC-3
4. PRC-4

Ao final do preparo o pH do meio é ajustado para 7,2 usando de 1- 2 gotas de HCI 1M.

4.3 Curva de crescimento dos microrganismos

As leveduras foram estriadas em placas de Petri contendo meio YPD so6lido a partir de
estoques armazenados em -80°C. Para o pré-indculo, as linhagens foram inoculadas em 10 mL
de YPD em falcons de 50 ml, e posteriormente incubadas a 28°C, 200 rpm por 24 horas. Ap0s
o crescimento das leveduras, a quantidade de indculo determinada foi ajustada em ODeoo 0,2, a
partir disso foi transferida para frascos erlenmeyer contendo volume final de 25 ml de meio
YPD. Os indculos de leveduras foram incubados em shakers a 28 °C, 200 rpm. Foram coletados
pontos do indculo a cada 2 horas nas primeiras 12 horas iniciais para checar o crescimento das
linhagens. Esse processo é feito com o auxilio de um espectrofotdmetro portatil ODeoo, modelo
C0800. O crescimento do inoculo tem inicio no comego da manha a fim de conseguir observar
o0 crescimento inicial das leveduras (primeiras 12 horas).

Para a observacdo do crescimento apds 12 horas, o processo € repetido. O indculo é

entdo feito no periodo do final da tarde, dessa forma as linhagens tém seu crescimento inicial



38

(primeiras 12 horas) durante a noite e 0s pontos coletados iniciam-se no outro dia pela manha

mantendo o mesmo padréo de coleta (a cada 2 horas).

4.4  Avaliacdo do efeito da inoculacdo de leveduras na germinacéo in vitro de canola

A cultivar Nuola 300 foi empregada para teste de germinagdo in vitro. Os indculos
contendo leveduras sdo chamados de tratamento, foram testadas 6 linhagens de leveduras (6
tratamentos), além dos controles: agua e YPD. O ensaio foi realizado com 5 replicatas, cada
tratamento e controle dispunham de 5 caixas contendo 20 sementes cada. Primeiramente, as
sementes passaram por um processo de desinfestacdo com etanol 70% por 3 minutos e em
seguida por enxague com agua destilada. Posteriormente foram lavadas em solucdo 1 % de
hipoclorito de sédio e tween20 0,1% por 5 minutos e enxaguadas 3 vezes com agua estéril.
Depois de secas, as sementes foram dispostas em caixas de acrilico de tamanho 14x14x8cm,
contendo papel de germinacdo estéril umedecido com 4 ml de &gua destilada estéril. Para o
inicio do experimento, as leveduras foram crescidas em tubo de fundo cénico de 50mL,
contendo YPD em volume 10mL a 28°C, 200 rpm por 24 h. Apds o crescimento celular, foi
realizada uma diluicdo seriada a fim de saber a UFC (unidade formadora de coldnia). A
inoculagdo das leveduras foi feita na semente, sendo elas adicionadas a solugdo microbiana, os
tratamentos foram incubados em shakers 200 rpm, 28°C por 1 hora. Para determinacdo do
tempo necessario para atingir a fase estacionaria, as leveduras tiveram seu crescimento
monitorado. Foi feita uma correlagéo entre a ODeoo € 0 tempo de crescimento. Em 48 horas, a
menor ODeoo Observada entre as leveduras foi de 25. A partir disso, padronizou- se a
concentragéo celular para ODgoo= 25.

Ap0s crescimento das linhagens em YPD por 48h, pelo menos 1 x 108 UFC/mL foram
inoculadas em sementes de canola. Apos incubagdo das sementes por 7 dias, foram mensurados
parametros vegetativos da germinacdo e da plantula. A porcentagem de germinacdo foi
realizada através do acompanhamento e contagem das sementes que germinam diariamente.
Apbs 7 dias, sdo avaliados critérios como: comprimento de raiz e parte aérea, 0s quais Sao
mensurados através do uso de papel milimetrado. Também sdo avaliados 0 peso seco da raiz e
da parte aérea. A andlise de peso seco foi obtida apos 48 horas em estufa a 60°C e pesado em

balanga analitica de preciséo.
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4.4.1 Parametros de Germinacao

A taxa de germinacdo ao longo dos 7 dias foi calculada através da divisdo do nimero
de pléantulas por 100 sementes avaliadas. A seguir, as formulas utilizadas para célculo dos
critérios: porcentagem de germinacao, indice de velocidade de germinacéo, indice do vigor de

plantula e raz&o radicula/ parte aérea.

Porcentagem de germinacéo (Ranal et al, 2009):

100 x NSG
NIS

%G =

NSG= Numero de sementes germinadas
NIS= Numero inicial de sementes

%G= porcentagem de germinagédo

indice de velocidade de germinag&o (Maguire, 1962):

NSG+ NSG+ +NSG
D1 D2 ' D7

IVG=

IVG = indice de Velocidade de Germinag&o
NSG= Numero de sementes germinadas

D= Dia

indice do vigor de plantula (Abdul-Baki et al, 1973):

IVP= (CP+ CR) X %G

CP= comprimento parte aérea
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CR= comprimento raiz

%G= Porcentagem de germinagao

Razdo radicula/ parte  aérea:

R

RpPA= Razdo radicula por parte aérea
R = Massa seca da Radicula

PA = Massa seca da Parte aérea

4.4.2 Comprimento parte aérea e radicula

O comprimento de raiz e parte aérea é obtido através do uso de papel milimetrado. Raiz
e parte aérea sdo dispostas e esticadas para conferir o tamanho que varia de milimetros a

centimetros.

4.4.3 Massa seca da parte aérea e radicula

Para a obtencéo do massa seca da raiz e da parte aérea, cada tratamento e suas repeticdes
sdo colocados em envelopes previamente pesados e colocados em estufa a 60 °C durante 48
horas. Apos esse periodo, o peso dos envelopes é novamente checado e o peso inicial é

descontado, restando assim apenas a massa seca final.



41

4.5 Selecdo de linhagens capazes de solubilizar K

Para a selecdo de linhagens capazes de solubilizar potassio, 72 leveduras foram testadas
utilizando meios sintéticos contendo pé de rochas silicatadas (p6 de rocha comercial): PRC-1,
PRC-2, PRC-3, PRC-4. AS leveduras foram retiradas do -80 °C, plaqueadas em meio YPD
solido e incubadas a 28 °C por 24 horas. Ap0s, foi realizado o pré-inéculo em 10 mL de meio
YPD em tubos de fundo conico de 50 mL. Os indculos foram incubados a 28 °C e 200 rpm
durante 24 horas. Os indculos foram realizados para ODeoo inicial de 0,5 e mantidos em tubo
de fundo cdnico por 10 dias a 28 °C e 200 rpm contendo pé de rocha especifico como fonte de
K.

Ap0s o cultivo, foram retiradas as aliquotas de 1 ml de cada cultura para a quantificagdo
de potéssio. As amostras passaram por centrifugacdo (14.000 rpm, 25 °C por 5 minutos). Apds
a precipitacao das células, o sobrenadante é recolhido e congelado (-20° C) para armazenamento
até o momento de quantificacdo. Ao final do cultivo foi checado o pH de cada amostra e
posteriormente a quantidade de K solubilizado.

A quantificagdo de K soluvel foi realizada através da analise dos sobrenadantes
recolhidos durante o cultivo. Para tal, foi feito o método FAST- K adaptado. Foram feitas
leituras das amostras através do uso do leitor portatil de ion K*, modelo LAQUAtwin-K-11,
marca HORIBA Scientific.

4.6 Selecdo de linhagens capazes de solubilizar P

Bioensaio realizado para avaliar a capacidade de leveduras capazes de biossolubilizar
fosforo em meio sintético proveniente de po de rocha fosfatada. As 72 linhagens de leveduras
utilizadas na biossolubilizacao de potassio, também foram testadas na solubilizacéo de fosforo
em meio NBRIP. O meio possui fosfato tricalcio como fonte de fésforo. Leveduras foram
retiradas do -80 °C, plagueadas em meio YPD sdlido e incubadas 28 °C durante 24 horas. Em
seguida é feito o pré-indculo em 10 mL de meio YPD em tubos de fundo conico de 50 mL. Os
inoculos foram incubados a 28 °C e 200 rpm durante 24 horas. O preparo do meio sintético foi
feito conforme protocolo e o pH ajustado para 7,0. Os indculos foram realizados para ODsoo
inicial de 0,5 e mantidos em 10 dias de cultivo, ao final foi checado o pH de cada amostra

individualmente.
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Apos o cultivo sdo retiradas as aliquotas de 1 ml de cada cultura para analise de
quantificacdo de P. As amostras passam por centrifugagéo (14.000 rpm, 25° C por 5 minutos).
Apos a precipitacdo das células, o sobrenadante é recolhido e congelado (-20° C) para
armazenamento até o0 momento de quantificacdo. A quantificacdo de P foi realizada por ensaio

colorimétrico com a utilizacdo de uma curva padréao, conforme protocolo.

4.7 Ensaio de producéo do fitormdnio AlA por inducdo com L-triptofano

Bioensaio foi realizado para avaliar a capacidade de leveduras na producédo de AlA. As
72 leveduras que foram testadas quanto a capacidade de solubilizar K e P, também foram
avaliadas quanto a producdo do &cido indolacético (AlA) que é um fitormo6nio atuante no
desenvolvimento vegetal. O ensaio teve inicio a partir do plagueamento das leveduras em meio
solido, que foram incubadas em estufa 28°C durante 24 horas, para obtencdo de col6nias que
foram utilizadas no pré-indculo. Previamente, os tubos de 50 ml utilizados no cultivo foram
preparados, identificados e esterilizados. A solucéo é filtrada, aliquotada em tubos de 15mL
estéreis e sua estocagem foi feita em freezer -20°C. O pré-indculo foi realizado em tubos de
fundo conico de 50ml em meio YPD liquido, e incubados em shakers, 200 rpm durante 24
horas. A ODeoo adotada para 0,2 foi em tubos de 50 mL contendo volume de 6 mL. O ensaio é
realizado em duplicata, sendo para cada levedura 2 tubos falcons apenas com YPD e outros 2
com YPD+L-triptofano. O periodo de incubacdo foi de 72 horas, 28°C e 200 rpm. Ap6s 0
periodo de incubacdo sdo retiradas as aliquotas de 2 mL. Estas amostras foram centrifugadas a
14.000 rpm, 4°C por 5 minutos. O sobrenadante foi recolhido e armazenado em congelador -
20°C. Os inoculos foram feitos no escuro devido a caracteristica de fotossensibilidade do L-
triptofano.

A quantificacdo de AIA das linhagens de leveduras foi realizada através de
cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas tandem
(UHPLC).

4.8 Ensaio em casa de vegetacdo para avaliar a capacidade de leveduras como
bioestimulantes de canola
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Bioensaio foi realizado para avaliar a capacidade de leveduras em atuar como
bioestimulantes em cultura de canola. Apos avaliacdo da capacidade de solubilizacdo de K, 26
linhagens de leveduras foram selecionadas para condugéo do bioensaio em casa de vegetacao.
As linhagens selecionadas para o primeiro ciclo foram: (L3, L10, L32, L33, L39, L40, L43,
L44, L49, L52 e L62) e para 0 segundo: (L12, L16, L18, L20, L37, L41, L49, L51, L56, L57,
L58, L59, L63, L64 e L70. Os plantios foram conduzidos em 2 etapas, para tanto, foi utilizada
a variedade Nuola 300 (canola).

A preparacéo do solo foi feita considerando a seguinte propor¢éo: 2 partes de substrato
para 1 de vermiculita. J& a adubacdo utilizada foi NPK 8-8-8, considerada adubacdo minima,
sendo empregada uma maior relacdo soluto/ solvente de fertilizante, 20 mL/ L, conforme
fabricante e aplicado um volume de 25 ml por planta. O vaso utilizado foi de 3,8 litros. Foram
depositadas 2 sementes por vaso, em uma profundidade de cerca de 1 centimetro, a fim de
facilitar a germinagdo. O desbaste foi realizado 5 dias antes da inoculacdo com leveduras,

resultando em uma planta por vaso.

4.8.1 Preparacéo do indculo

Para obtencdo do in6culo, 0 mesmo foi preparado através de um pré-indculo cultivado
durante 24 horas sob temperatura de 28°C e rotacdo de 200 rpm. O indculo feito a partir do pré-
indculo foi ajustado para concentracdo inicial de 0,5 e permaneceu em incubacéo durante 48 h
garantido padronizacdo na fase de crescimento entre as linhagens utilizadas, sob as mesmas
condicdes de cultivo.

A contagem de UFC (unidades formadoras de colonia), foi realizada a fim de garantir a
inoculacdo minima de células. Para tanto, a UFC foi realizada a partir de dilui¢fes seriadas do
cultivo para conhecer a concentracdo celular, assegurando a quantidade minima de aplicacdo
1x108. Foi feita a diluicdo sucessiva das amostras em agua destilada estéril e posteriormente
foram plaqueadas em cultivo solido de YPD. Ap0s 48 horas de incubagdo, o numero de células

foi contado, permitindo calcular a concentracdo de células.

4.8.2 Delineamento do plantio
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O plantio foi realizado em blocos casualizados sendo composto por 3 repeticdes,
contendo 5 plantas cada. O sistema de irrigacdo adotado foi aspersdo e as regas feitas
diariamente, com duracao de 4 minutos cada, nos horérios determinados de 6h, 11 h e 16h.

4.9 Ensaio em casa de vegetacdo para avaliar a capacidade de leveduras como

bioestimulantes associado & técnica de rochagem

Bioensaio realizado para avaliar a capacidade das linhagens de leveduras testadas no
plantio conduzido em casa de vegetacdo. As linhagens de leveduras que obtiveram melhor
desempenho na primeira etapa de plantio foram selecionadas para um segundo experimento, no
mesmo incorporou- se a técnica de rochagem.

O pd de rocha utilizado no plantio foi escolhido baseado nos resultados do bioensaio de
solubilizacdo em meios sintéticos. Optou-se pelo pé de rocha PRC-1, 0 mesmo indicou um
maior nimero de linhagens que foram capazes de solubilizar nutrientes.

A cultura e a variedade utilizadas no plantio permaneceram as mesmas, canola Nuola
300. A preparacdo do solo também se manteve, sendo a Unica alteracao realizada, a adi¢do do
p6 de rocha na composicdo. Dessa forma, a seguinte proporcdo foi feita, 2 partes de substrato
para 1 de vermiculita, enquanto o PRC-1 incorporado foi de 6 gramas por cada quilograma de
solo preparado, respeitando as recomendag6es do fabricante. Foi respeitado o mesmo padréo

de adubacdo, de maneira minima, assim como a frequéncia e tempo de aplicacao.

4.9.1 Preparacéo do indculo

A metodologia para a preparacdo e também padronizacdo do inéculo seguiram 0s
procedimentos ja descritos anteriormente. Dessa forma, o pré-inéculo passou por um periodo
de cultivo de 24 horas em uma temperatura de 28 °C e agitacdo de 200 rpm, dando sequéncia
ao cultivo do inoculo por 48 horas em uma concentracao inicial ajustada para 0,5. A UFC
também se manteve a partir de diluigdes seriadas, com plagueamento em meio sélido YPD e

incubagdo por 48 horas, garantindo a aplicagdo minima de 1x108,
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4.9.2 Delineamento do plantio

A conducédo do plantio foi realizada em delineamento de blocos casualizados, com
quatro repeti¢des, cada uma composta por trés plantas cada. O sistema de irrigacdo permaneceu
0 mesmo, através de aspersdo, com regas diarias realizadas durante quatro minutos cada. Os
horéarios de irrigacdo foram alterados devido a condi¢des climaticas sendo acrescido de uma
rega extra, 6h, 10h, 14h e 17h.

4.10 Anélise estatistica

Os dados obtidos no presente trabalho foram submetidos a analise estatistica através do
programa Sisvar. Foi realizado a analise de variancia ANOVA, utilizando- se o teste de Scott-
Knott (Ferreira, 2011).
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5. Resultados e Discussao

A importéncia do uso de microrganismos promotores de crescimento em plantas, como
as leveduras, jA é explorada devido aos beneficios decorrentes da sua utilizacdo. Esses
beneficios sdo considerados tanto de ordem direta como indireta (Ignatova et al, 2015). As
leveduras sdo capazes de proporcionar a solubilizacdo de nutrientes como o fésforo e potéssio.

A fim de identificar leveduras promotoras de crescimento vegetal, linhagens
provenientes da colecdo da Embrapa foram avaliadas quanto a capacidade de solubilizar
potassio e fésforo de fontes minerais e produzir fitorménio em condicdes laboratoriais. Para
tanto, 72 linhagens de leveduras de varias espécies previamente isoladas de variados ambientes
foram cultivadas em meio definido suplementado com diferentes fontes de potassio, fésforo e
em meio YPD com e sem a adicdo de triptofano. Ao final dos ensaios, as linhagens foram
ranqueadas pelo seu desempenho e selecionadas para avaliacdo da capacidade de promover o

crescimento vegetal. A seguir, os resultados dos ensaios sdo apresentados e discutidos.

5.1 Ensaio de solubilizacdo de K em meios sintéticos

Com o objetivo de selecionar as linhagens que promovam solubilizacdo de K, foi
realizada uma triagem em 4 diferentes meios sintéticos contendo diferentes fontes de potassio:
PRC-1, PRC-2, PRC-3 e PRC-4. Essas fontes foram escolhidas por conter potassio em sua
composicdo. Os valores de pH dos meios foram ajustados para 7,2. Apds, aliquotas do
sobrenadante foram coletadas para quantificar a quantidade solubilizada. A posterior
quantificacdo de K soltvel nos sobrenadantes foi realizada pelo método fast K, através do uso
de um leitor portatil de ion K.

Para os ensaios, cada levedura foi inoculada em meio de cultura definido, contendo
umas das fontes de K e incubadas por 10 dias. Ao final do periodo, foram coletadas amostras
para andlise de K soltvel e pH do meio de cultura. Como controle foram empregados o meio
sem inoculo das linhagens. Todos os ensaios foram realizados em duplicata biologica. Devido
ao numero de linhagens, foram realizados os cultivos com 15 leveduras e os controles em cada
ciclo de avaliacéo.

Foi demonstrado que a solubiliza¢&o de minerais, K e P, por microrganismos est muitas
vezes correlacionado com reducao de pH do meio de cultivo (Oliveira et al, 2003). Dessa forma,

inicialmente, avaliou-se quais leveduras causaram maior reducdo do pH do meio. No primeiro
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ciclo com meio PRC-1 (Figura 10a), as leveduras L1, L3, L10, L11, L13 e L15 levaram a maior
reducdo do pH do meio de cultivo, chegando a 4,98, enquanto do controle chegou a 6,5. No
segundo ciclo destacaram- se as leveduras L18, L19, L20, L22, L24, L26 e L30 (Figura 10b).
Ja no terceiro ciclo de avaliacdo, o controle chegou a 4,81, dessa forma ndo sendo possivel a
escolha de uma linhagem, j& que o comportamento do controle variou em relagdo aos demais
controles dos outros ciclos de avaliagdo (Figura 10c). O quarto ciclo apresentou pouca redugéo
no pH, destacando-se apenas 2 leveduras, L48 e L51, enquanto seu controle permaneceu em
7,53 (Figura 10d). Finalmente, o quinto ciclo destacou a levedura L64 e o pH do controle atingiu
7,44 (Figura 10e). Dessa forma, das 71 leveduras avaliadas, apenas 16 se sobressairam por

reduzir o pH do meio.
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No primeiro ciclo com meio PRC-2 (Figura 11a), as leveduras L1, L3, L7, L9, L11, L12
e L13 levaram a reducdo significativa do pH do meio, atingindo 4,52; j& o controle chegou a
7,30. O segundo ciclo teve como destaque 10 leveduras, sendo elas: L18, L19, L20. L22, L23,
L24, L26, L27 L28 e L30, a linhagem L18 reduziu o pH do meio a 4,53, enquanto o controle
ficouem 7 (Figura 11b). J& o terceiro ciclo teve também linhagens que sobressairam na reducéo
do pH do meio s&o elas: L32, L33, L34, L35, L36, L38, L39, L40, L42, L43 e L44. O resultado
mais baixo foi de 4,35 atingido pela levedura L35, j& o controle atingiu o valor de 6,50 (Figura
11c). O quarto ciclo teve 6 leveduras com capacidade de reducéo do pH do meio; sdo elas: L47,
L48, L51, L59, L60 e L62. J& o pH do controle atingiu o valor de 7,31 (Figura 11d). Por fim,
no ultimo ciclo de avaliacdo, nenhuma levedura demonstrou capacidade de reducdo do pH do
meio. Ao todo, 34 leveduras apresentaram capacidade de alterar o pH do meio com PRC-2.
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Em meio contendo PRC-3, 25 leveduras apresentaram potencial quanto a redugdo do
pH no meio (Figura 12). No primeiro ciclo, 6 linhagens expressaram valores de pH abaixo de
6: L1, L9, L10, L11, L13 e L14, enquanto o controle atingiu 6,50 (Figura 12a). No segundo
ciclo, as linhagens L16, L18, L19, L22, L23, L24, L26, L27 e L28 reduziram o pH do meio, a
levedura L19 apresentou pH de 4,61 enquanto o controle 7,01 (Figura 12b). O terceiro ciclo de
avaliacdo teve 4 leveduras que atenderam ao critério de reducdo do meio abaixo de 6, sendo
elas: L32, L33, L35e L41, pH do controle atingiu 7,01 (Figura 12c). Ja o quarto ciclo apresentou
5 leveduras com reducao de pH significativa, L47, L48, L51, L59 e L62 e seu controle em 7,23
(Figura 12d). Por fim, o quinto ciclo apresentou apenas a linhagem L72 com capacidade de
reducdo de pH abaixo de 6 (Figura 12e). Ao todo em meio PRC-3 foram avaliadas 72 leveduras
e apenas 25 satisfizeram ao critério de reducgdo do pH abaixo de 6.
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Figura 12. Variacdo de pH em meio sintético contendo PRC-3 como Unica fonte de potassio. O meio inoculado
com levedura e sem indculo (controle) foi incubado por 10 dias a 28° C e 200 rpm. O pH inicial do meio (7,2) é
indicado pela linha tracejada. A, B, C, D e E representam ciclos 1, 2, 3, 4 e 5 de avaliacdo. As barras tracejadas
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representam as linhagens que se destacaram quanto a capacidade de alterar o pH do meio. O critério utilizado
para considerar a linhagem eficiente na reducéo do pH, foi a reducédo abaixo de 6.

Jaem PRC-4 o total de linhagens de leveduras selecionadas foi de 17, sendo este e PRC-
1 0s meios em que as leveduras demonstraram menor capacidade de reducdo do pH. No caso
do PRC-4, a hipbtese de que a maioria das linhagens testadas ndo tenha atingido valores de pH
abaixo de 6 esta relacionada a sua estrutura de origem caracterizada por foliacdo. A foliacédo é
a estrutura metamorfica que resulta da orientacdo preferencial entre os minerais na presenca de
tensdo diferencial, esta foliagdo é caracterizada como xistosidade (USP, s.d).

No primeiro ciclo de avaliagdo, as leveduras L1, L3, L5, L7, L9, L11, L12 e L13
apresentaram capacidade de reducao do pH do meio, sendo L1 a linhagem com menor valor de
pH atingido, enquanto o controle atingiu 7,53 (Figura 13a). No segundo ciclo, as linhagens L18,
L19, L21, L22, L23, L24 e L26 destacaram-se quanto a essa capacidade, L26 atingiu 0 menor
valor de pH, atingindo 4,81, enquanto o controle atingiu 7,76 (Figura 13b). No terceiro ciclo
nenhuma linhagem atingiu o valor de pH tido como critério de selecdo (Figura 13c). Ja no
quarto ciclo, 2 leveduras L59 e L62 reduziram o pH do meio abaixo de 6, atingindo o valor de
4,45 (Figura 13d). Finalmente, o quinto ciclo de avaliacdo ndo apresentou nenhuma levedura
com capacidade de reducdo do pH abaixo de 6 (Figura 13e). Ao todo, 72 leveduras foram
analisadas em meio PRC-4, desse total apenas 17 satisfizeram o critério de reducdo de pH

abaixo de 6.
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Figura 13. Variacdo de pH em meio sintético contendo PRC-4 como Unica fonte de potéssio. O meio inoculado
com levedura e sem inéculo (controle) foi incubado por 10 dias a 28° C e 200 rpm. O pH inicial do meio (7,2) é
indicado pela linha tracejada. A, B, C, D e E representam ciclos 1, 2, 3, 4 e 5 de avaliagdo. As barras tracejadas
representam as linhagens que se destacaram quanto a capacidade de alterar o pH do meio. O critério utilizado para
considerar a linhagem eficiente na redugdo do pH, foi a redugéo abaixo de 6.

Considerando as 4 diferentes fontes de potassio (PRC-1, PRC-2, PRC-3 e PRC-4)
utilizadas para teste de solubilizacdo de K, a Tabela 5 apresenta as linhagens de leveduras que

se destacaram quanto a capacidade de reduzir o pH em pelo menos um dos meios.

Tabela 5. Desempenho das linhagens de leveduras quanto a capacidade de alterar o pH do meio. Foram
consideradas apenas as linhagens que se destacaram em um ou mais meios. (X) indica leveduras que reduziram o
pH abaixo de 6, (valorXX) indica linhagens que quantificaram e reduziram pH, (valor) quantificou e ndo reduziu

e (-) auséncia de quantificacdo e reducédo do pH

Linhagem PRC-1 PRC-2 PRC-3 PRC-4 Total de meios com
pH reduzido
L1 14,5xx 17xx 22,5xX TXX 4
L3 40,5xx TXX 10,5 2,5XX 3

L5 - - - X 1
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L7 - X - X 2
L9 - X X X 3
L10 29X 55 9xX 6 2
L11 X X X 6,5xx 4
L12 - X - X 2
L13 X X X X 4
L14 - - X - 1
L15 X - - - 1
L16 - - X - 1
L18 X X 4xX X 4
L19 X X X X 4
L20 X X - 45 2
L21 - - - 4xx 1
L22 X X B6XX 2XX 4
L23 - X X X 3
L24 X X X 4xX 4
L26 X 4xx X X 4
L27 - X X - 2
L28 - X X - 2
L30 X X - - 2
L32 9 6XX 6,5xX 7 2
L33 8 8xXx 9,5xX 9 2
L34 - X - - 1
L35 7,5 X X - 2
L36 12,5 8,5xx 8 6,5 1
L38 9 X 7.5 3,5 1
L39 8 X 12,5 4 1
L40 3,5 6XX 9,5 4 1
L41 - - X - 1
L42 - X - - 1
L43 15 8xX 14,5 18,5 1
L44 - 5,5xx 10,5 12 1
L47 - X X - 2
L48 X X X 3 3
L51 X X X 4 3
L59 - X X X 3
L60 45 5XxX - - 1
L62 55 16,5xx X 13,5xx 3
L64 X - - - 1
L72 - - X - 1

Um total de 43 linhagens de leveduras destacaram-se por apresentarem uma reducgéo
significativa no pH em pelo menos um dos meios. As linhagens L1, L11, L13, L18, L19, L22,
L24 e L26 mostraram os melhores resultados, destacando-se em todos 0s meios contendo fonte
de potassio. Outras sete linhagens obtiveram sucesso em 3 meios distintos, sao elas: L3, L9,
L23, L48, L51, L59 e L62. Onze linhagens apresentaram resultados em 2 meios distintos e em
apenas um Unico meio, 17 linhagens de leveduras.

Houve diferenca na quantidade de linhagens de leveduras que foram capazes de afetar

o0 pH dos diferentes meios. Essa diferenca pode ser observada entre os meios e considerou-se a
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origem dos meios PRC-2 e PRC-4 para discussdao. Enquanto em PRC-2 34 leveduras
destacaram-se quanto essa capacidade, em PRC-4 apenas 17, provavelmente isso se da pela
diferenca da composicdo e origem das rochas utilizadas como fonte de potédssio. O PRC-2
possui rocha ignea como origem, enquanto o PRC-4, rocha metamérfica. Assim sendo, a
capacidade de alteracdo do pH das leveduras pode variar dependendo da origem de fonte de
rochas utilizadas UNIVERSIDADE DE SAO PAULO, 2024).

O PRC-2, derivado de rocha ignea apresentou o maior numero de linhagens que
alteraram o pH do meio. Em trabalho utilizando Torulalpora globosa para a liberacdo de K com
po de rocha ignea ultraméfica, foi observado alteracdo do pH em decorréncia da producédo de
acidos organicos que pode favorecer a liberacdo de K proveniente da rocha assim como foi
observado no presente estudo (Rosa-Magri et al, 2012). As rochas igneas tém sua formacao
pela cristalizacdo de liquidos silicatados, dessa forma consideradas rochas primarias, tendo
minerais primarios presentes em sua composi¢cdo (Trueman et al, 2019). A hipétese é que a
presenca desses minerais acaba tornando a rocha mais suscetivel a atividade bioldgica. As
rochas metamorficas tém sua formacgdo provocada a partir de rochas preexistentes (igneas,
sedimentares ou até metamorficas) que sofrem alteracdes mineraldgicas e fisicas por conta do
aumento de pressdo e temperatura. Esse processo é conhecido como metamorfismo e envolve
a recristalizacdo de minerais ja existentes, mudancas na estrutura e textura da rocha (tamanho
e arranjo dos grdos) e também formacdo de novos minerais através da recombinacdo de
elementos quimicos. O processo de metamorfismo decorre da necessidade de ajuste por parte
da rocha a novas condicdes de pressdo e temperatura causadas por fendmenos que colocam a
rocha em condicdes fisicas diferentes de sua formacéo (UNIVERSIDADE DE SAO PAULO,
2024).

Nesse contexto, as linhagens L1, L11, L13, L18, L19, L22, L24 e L26 mostraram-se
como as mais promissoras quanto a capacidade de reduzir o pH dos meios. A reducdo do pH
pode ser considerada um indicador de solubilizagéo, uma vez que o principal mecanismo de
solubilizacdo € atraves de acidos organicos sintetizados por microrganismos que acaba
acarretando a acidificacdo da célula microbiana e também do ambiente externo (Perez et al,
2007).

5.2 Solubilizacdo de K
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As quantificacOes de K foram realizadas em leitor portatil de ion K*. Os resultados
obtidos foram considerados para aquelas amostras acima de 10 mg/L e baixos para amostras
abaixo desse valor. A faixa de valor de 10 mg/L foi escolhida por j& ser relatada na literatura
para bactérias.

Em meio suplementado com PRC-1, 54 leveduras tiveram resultados ndo detectaveis,
enquanto 6 apresentaram resultados maiores que 10 mg/L, enquanto 12 leveduras tiveram
valores abaixo de 10 mg/L (Figura 14a). Em PRC-2 55, leveduras tiveram resultados néo
detectaveis, enquanto 3 apresentaram resultados maiores que 10 mg/L e valores abaixo de 10
mg/L foram alcancados por 14 leveduras (Figura 14b). Em PRC-3, um total de 56 leveduras
apresentou resultado como nao detectavel, enquanto 6 alcangcaram resultados acima de 10 mg/L
e 10 leveduras apresentaram valores abaixo de 10 mg/L (Figura 14c). Em PRC-4 51 leveduras
apresentaram resultado como nao detectavel, enquanto apenas 3 atingiram valores acima de 10

mg/L e 18 leveduras valores abaixo de 10 mg/L (Figura 14d).
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Figura 14. Quantificacdo de K em sobrenadante de cultura de leveduras. As barras verdes indicam as linhagens
que solubilizaram K. As barras vermelhas indicam as linhagens que solubilizaram K e também promoveram
reducéo do pH.

Isolados de 35 leveduras foram testados para solubilizacdo de K. Foi observada uma
variacdo entre 8,11 a 13,21 mg/L para Pichia anomala e Rhodotorula glutinis, respectivamente.
O K quantificado a partir de muscovita em cultivo com periodo de incubacao de 20 dias com
maior resultado obtido foi de 13,21 mg/L (Rhodotorula glutinis). A inoculacdo em milho
também promoveu efeitos na altura das plantas, no peso seco da raiz e da parte aérea das plantas
de milho em casa de vegetacdo (Mohamed et al 2017).

Em uma pesquisa realizada com bactérias do solo, foi realizada uma selecdo quanto a
solubilizacdo de potéassio. Inicialmente uma triagem foi feita com um total de 211 linhagens. A
capacidade de formacdo de halo foi observada para filtrar as linhagens com potencial. Das
linhagens avaliadas, 36 apresentaram potencial. A linhagem Bacillus mucilaginosus foi
utilizada como linhagem de referéncia devido sua alta capacidade de solubilizacdo de K. Como
resultado, 3 linhagens obtiveram resultados superiores a linhagem de referéncia, aumentando a
solubilidade de K em 61,47%, 58,02% e 41,84%, sendo elas PTG11, SKL51 e SKT41 e
resultados de 9,92 + 1,05, 9,75 £ 0,63 ¢ 8,34 + 0,32 ug/mL respectivamente. Quanto a levedura
adotada como referéncia, seus parametros de solubilidade permaneceram em (23,25%) e
valores de 6,72 £ 0,58 ug/mL (Gao et al, 2025).

No presente estudo, observa-se a ocorréncia de leveduras com quantificagdes superiores
ao relatado, considerando ainda que o periodo de incubacédo tenha sido de apenas 10 dias e 0 p6
de rocha utilizado que nédo foi 0 mesmo. A linhagem com maior destaque, L3 em meio PRC-1
teve quantificacdo de 40,5 mg/L (Figura 14a).

Ao todo, 72 linhagens de leveduras foram testadas, sendo que apenas 4 delas
promoveram a diminui¢do do pH do meio abaixo de 6 e obtiveram resultados superiores a 10
mg/L nos diferentes meios, L1(14,5, 17,0, 22,5) PRC-1, PRC-2 e PRC-3, L3(40,5) PRC-1,
L10(29,0) PRC-1 e L62(16,5 e 13,5) em PRC-2 e PRC-4 respectivamente. Tal fato contraria o
que é relatado na literatura, ja que um dos principais mecanismos que estdo envolvidos na
solubilizacdo dos nutrientes é a producdo de acidos organicos disponibilizando o K,
envolvendo também liberag&o de protons afetando o pH (Pandey et al, 2025). A reducédo do pH
do meio indica a liberagdo de acidos organicos e prétons pelos microrganismos considerados
solubilizadores de K (Meena et al, 2014). No presente estudo a acidificacdo ndo foi observada
em todos as linhagens, indicando que esse mecanismo nao necessariamente € tido como Unico

no processo de solubilizagéo.
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A seguir a tabela apresenta diferentes trabalhos académico e variados tipos de

microrganimos testados para a solubiliza¢&o de potassio.

Tabela 6. Diferentes microrganismos testados quanto a capacidade de solubilizacéo de K.

Espécie Solubilizagdo mg/L Origem Referéncia
Bactérias

(Paenibacillus sp.,

Klebsiella oxytoca, 9,92+1,05,9,75+

Enterobacter 0,63e8,34+0,32 Solo Gao etal, 2025
hormaechei)
Pseudomonas 49 Solo Sarikhani et al,
2018
Aspergillus niger C 220 Rocha potéssica Lodi et, 2021
(origem ignea)
Pichia 8,11a13,21 Solo Mohamed et al,
anomala e Rhodotorula 2017
glutinis
Diferentes isolados de 40,5 Baga de uva Este trabalho
levedura

5.3 Ensaios de solubilizacéo de P

Com objetivo de selecionar as linhagens solubilizadoras de P, foi realizada uma triagem
em meio sintético, contendo (fosfato tricalcio) como fonte de P. Por vez, cada ciclo contendo
15 diferentes leveduras foi testado em meio NBRIP. Os valores de pH dos meios foram
ajustados para 7,0.

No primeiro ciclo (Figura 15a), L1, L3, L7, L9, L10, L13, L14 e L15 reduziram o pH
do meio, sendo L1 a linhagem mais expressiva entre elas, pois o pH do meio chegou a 4,25. No
segundo ciclo, nove linhagens apresentaram bons resultados: L16, L18, L19, L20, L21, L22,
L23, L24, L25, L26 e L29, sendo a L19 a levedura com pH mais notorio entre elas, 4,11, ja o
pH do controle ficou em torno de 6,9 (Figura 15b). J& no terceiro ciclo ndo houve observacao
de linhagens com potencial de reducdo do pH, acredita-se que possa ter ocorrido uma

contaminacéo, ja que o valor de pH do meio oscilou bastante em comparacdo com 0s outros
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ciclos (Figura 15c). Uma repeticdo posterior pode ser necessaria para se obter os dados do ciclo
que se acredita ter contaminado.

O quarto ciclo que compreendeu as linhagens L46 a L62 apresentou 8 leveduras com
capacidade de reducdo de pH: L47, L48, L49, L50, L51, L58, L59 e L62. A linhagem L48
atingiu o menor valor de pH: 4,04 enquanto o controle permaneceu em 5,39. Um fato curioso €
que neste ciclo uma unica linhagem elevou o valor do pH para 7,45, alcancado pela levedura
L60.

Por fim, o quinto ciclo composto pelas linhagens de L63 a L75 indicou 6 linhagens com
capacidades solubilizadoras, sendo elas: L64, L67, L69, L71, L73, L74. O controle atingiu valor
semelhante ao quarto ciclo, 5,39 enquanto a levedura que mais reduziu pH atingiu valor de 4,09
(L64).

9,00 9,00

7.00 6,50-6,506,50. 6,50-6,50. 7,00 6.65_6.66 0.6

6,25
6,00 5,50 5,50 5,50 5,50 5,50 6,00
T 4,25 T
z 3
i i I I I I I
0,00 0,00
> (J S > & b '\ AN}
AR S A I T IR S ¥ SEC A R A A A &P P
& <€
& &
C LINHAGENS d LINHAGENS
9,00 9,00

7.00 7.00 6.64 655 - 6,58 6,63
6,

745
6,28 31
5,84 5,81 5,87
) 552 5,54 6,00 539
4,74 4,66 492 61 50 4,56 4,64
38 408411413403 T
s
| I I I I I ) I I I I I
0,00 0,00

3,

AN S S B BRSNS AN N FRrRPFPLLILITELSFE & &
e
&

pH
8

8

%

,3~
o
§

LINHAGENS LINHAGENS

e

9,00

7.00 6,

5,99 617 592 610

6,6

6,00
T 4,09
I
) I I I I I I I
0,00

s

& ¥ &

‘\

(_'0

LINHAGENS

Figura 15 Variacdo de pH em meio sintético NBRIP como Unica fonte de fosforo. O meio inoculado com
levedura e sem indculo (controle) foi incubado por 10 dias a 28° C e 200 rpm. O pH inicial do meio foi ajustado
para 7 e € indicado pela linha tracejada. A, B, C, D e E representam ciclos 1, 2,3, 4 e 5 de avaliagdo. As barras
tracejadas representam as linhagens que se destacaram quanto a capacidade de alterar o pH do meio. O critério
utilizado para considerar a linhagem eficiente na reducéo do pH, foi a reducédo abaixo de 6.
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5.4 Quantificacédo de fésforo em meio NBRIP.

O ensaio colorimétrico da quantificacdo de fdésforo foi realizado com o objetivo de
encontrar linhagens com capacidade de solubilizacdo do nutriente. Para isso utilizou-se o
fosfato tricalcio como fonte inorgénica.

O processo de quantificacdo possibilitou observar uma maior correspondéncia entre
reducdo do pH do meio e a concentracdo solubilizada (Figura 16). Este fato pode sugerir que a
acidificacdo estd envolvida como um dos principais mecanismos de solubiliza¢do do fosforo.
Esta ocorréncia foi observada mais facilmente que em relacdo aos resultados obtidos da
quantificacdo de potassio, também presente neste trabalho.

Diferentes condicdes de cultivo foram testadas a fim de avaliar melhores condicGes
tanto para a solubilizacéo de fosfato quanto para a producéo de AlA in vitro. Em estudo anterior,
foi observado que a linhagem Torulaspora globosa promoveu reducdo significativa do pH do
meio (Albertini et al, 2022).

A seguir a tabela apresenta diferentes trabalhos académicos e variados tipos de

microrganimos testados para a solubilizacéo de fosforo.

Tabela 7. Diferentes microrganismos testados quanto a capacidade de solubilizacdo de P.

Espécie Solubilizagdo mg/L Origem Referéncia
Torulaspora globosa 419,86 Rizosfera de milho Abertini et al 2022
Paenibacillus sp. 1345+ 19,1 Solo Gao et al, 2025

Paecilomyces 122,17 Solo Wang et al. 2023
lilacinus
Diferentes isolados 3641,25 Baga de uva Este trabalho
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Figura 16. Quantificacdo de P em mg/L. As barras azuis indicam as linhagens que solubilizaram P. As barras
vermelhas indicam as linhagens que solubilizaram P e também promoveram reducédo do pH.

5.5 Quantificacdo da producao do fitorménio AlA por inducdo com L-triptofano

O AIA é uma auxina que promove o alongamento e também a divisdo celular, além
disso também promove a extensdo radicular influenciando diretamente o desenvolvimento
vegetal (Lana et al, 2017). Neste trabalho, a producdo do AIA foi avaliada através de
cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas em tandem
(UHPLC) para quantificar a concentracdo do fitormonio produzido pelas leveduras. A produgéo
de AIA foi observada em um total de 46 linhagens na presenca de L-triptofano. Dentre elas, 18

linhagens demonstraram producédo acima de 100 pug/mL (Figura 17).
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Figura 17. Quantificacdo do acido indolacético. As barras azuis escuras indicam as linhagens que foram capazes
de produzir AlA e o valor da quantificacdo em meio enriquecido com L- triptofano e as barras vermelhas a
reducédo de pH.
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No presente trabalho também foi observada a producéo de AIA em meio sem a adi¢édo
de L-triptofano (Figura 18), ainda que em menor quantidade comparada ao meio enriquecido,
totalizando apenas 8 linhagens. J& em meio suplementado com L-triptofano, 46 linhagens
produziram AIA em quantidades superiores ao observado em meio na auséncia de L-triptofano.

Recentemente foi realizada uma analise da producdo de AIA com meios contendo L-
triptofano e também observaram uma maior producdo neste meio. No estudo, 42 isolados
produziram AIA em meio suplementado com Ltriptofano, enquanto em meio na auséncia de L-

triptofano, apenas 6 (Soponputtaporn et al, 2024).
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Figura 18. Linhagens que apresentaram producéo de AlA na auséncia de L-triptofano.

Em um estudo, 23 tipos de leveduras foram isoladas do solo no Chile para avaliagcdo
quanto a capacidade de produzir AlA. O cultivo foi realizado em meio YPD com e sem a adigédo
de L-triptofano e mantidos por um periodo de uma semana, em condi¢des de escuro e a
quanttificacdo de AIA foi feita por espectometria. Apos o periodo de cultivo, a produgéo de
AIA pelas leveduras ficou entre 0,8 e 3,3 ng/mL de AIA sem a adigdo de triptofano, ocorrendo
um aumento apos a adicdo do mesmo. A linhagem Rhodotorula babjevae atingiu maior valor,
acima de 3,0 pg/mL, enquanto P. membranifaciens obteve valor abaixo de 1,0 pg/mL. Assim
como foi observado nesse estudo, houve um aumento na producdo de 16 linhagens pela adi¢édo
de triptofano (Carvajal et al, 2024).

A tabela a seguir apresenta a producdo de AIA por diferentes linhagens de levedura e

em meios com e sem a suplementacgéo de L- triptofano.
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Tabela 8. Producéo de AIA com e sem a suplementacéo de triptofano.
Producdo de AIA

Levedura (ug/L) Meio utilizado Referéncia
Melaco de cana-
Torulaspora globosa 318,8-357,8 enrizisgilij%agom Bispo et al, 2023
triptofano
Véria leveduras- Meio YPD
malor proQu_gao 1474 (£2,7) enriquecido com Sun et al, 2014
(Aureobasidium L - trintofano
pullulans) P
Rhodotorula Meio .YPD
aludiena 76,220 enriquecido com Peng et al, 2018
P g L- triptofano
27,830 Meio YPD com e
Meyerozyma sem
guilliermondii « Fernandez et al, 2020
suplementacéo de
* |, thermotolerans 11,120 L-triptofano
277,7 Meio YPD com e
sem
L2 suplementacéo de Este trabalho
65,4 L-triptofano

Observe que apenas um trabalho apresentou o valor quantificado de AIA por L.
Thermotolerans(*) em meio na auséncia de L-triptofano, a mesma produziu 9 vezes mais 0
fitormonio que na presenca de meio enriquecido com triptofano. Os resultados de quantificacdo
para esta levedura em meio enriquecido com triptofano ndo foram observados (Fernandez et al,
2020).

O presente trabalho demonstrou uma producdo superior ao relatado, indicando
capacidade de sintetizar AIA em condicdes de auséncia de L-triptofano. A linhagem L2 atingiu

um valor de 65,4 em meio ausente da adicéo de triptofano.

5.6 Ensaio de Germinacéao

Paralelamente ao experimento em meios sintéticos, 7 linhagens de leveduras foram
selecionadas para teste de ensaio de germinagéo, a partir de um screening previamente realizado

no grupo de pesquisa. Empregando-se ensaios colorimétricos para quantificacdo de fosforo e


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/pichia-guilliermondii
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/pichia-guilliermondii

65

AlA foi possivel selecionar as linhagens L7, L20, L38, L51, L57 e L64, com potencial
capacidade de solubilizar fésforo e produzir fitorménio em meio sintético. A partir desses
resultados, um ensaio de germinacgéo in vitro foi feito com o objetivo de avaliar a influéncia
dessas linhagens na germinacéo e crescimento inicial de sementes de canola.

A figura 19 mostra exemplos de plantulas entre os tratamentos testados, a partir da
escolha de uma plantula representativa de cada tratamento. Pode-se destacar diferencas na
extensdo radicular, presenca de raizes secundarias e aparéncia geral entre os tratamentos

testados.

Ja% 7 a3 0

L20

L38 L 51

L57
L7 YPD

Agua

L 64 s e

Figura 19. Plantulas representativas de cada tratamento mostrando o efeito da inoculacdo de leveduras.

A germinagédo das sementes foi acompanhada diariamente durante 7 dias. As sementes
comecaram a germinar no dia seguinte e todas ja haviam germinado em 3 dias. A porcentagem
de germinacdo (Figura 20) ndo alterou entre os tratamentos, ficando proxima a 100 %. N&o

houve diferenga entre os tratamentos e os controles testados.
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Figura 20. Efeito da inoculacdo de leveduras no percentual de germinacdo de sementes de canola. As bolas
pretas indicam a UFC/mL, enquanto as barras indicam % germinagdo em 7 dias.

Quanto ao indice de velocidade de germinagdo, também ndo houve diferenca estatistica

entre os controles e os tratamentos testados, indicando a auséncia da influéncia das leveduras

testadas:
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Figura 21. Efeito da inoculacdo de leveduras na velocidade de germinacdo. As bolas pretas indicam a UFC/mL,
enquanto as barras indicam a velocidade de germinagéo em 7 dias.

A massa seca tanto da parte aérea quanto da raiz das plantulas de canola foi obtida
apos secagem por 48 horas. O resultado observado em YPD no quesito parte aérea apresenta
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desvio padréo alto possivelmente por conta do alto valor atingido em uma de suas replicatas.
A andlise estatistica confirma que ndo houve diferenca significativa entre as leveduras e 0s

controles (Figura 22).
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Figura 22. Efeito da inoculacdo de leveduras na massa seca da parte aérea das plantulas de canola. As bolas
pretas indicam a UFC/mL, enquanto as barras indicam o peso em gramas da parte aérea em 7 dias.

Ja a massa da radicula mostra-se como resultado mais expressivo, uma vez que 0S
tratamentos testados promoveram um maior adensamento de raiz em relacdo aos controles
(dgua e YPD), o que é favoravel ao desenvolvimento da planta, considerando a importancia de
um sistema radicular amplo. Como destaque, a linhagem L7 apresentou valor mais elevado de
massa seca de raiz. A linhagem L51 apresentou pouco desenvolvimento radicular, justificavel
pela pouca presenca de raizes secundarias, igualando-se aos controles. Nesse parametro, com
excegédo da linhagem L51, todas as leveduras testadas apresentaram melhores resultados em
relacdo aos controles (Figura 23). Analisando a figura 19, é possivel observar a presenca de
pequenas raizes laterais nas plantulas inoculadas com as linhagens L7 e L38, podendo este fato

ter influenciado na massa seca da raiz.
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Figura 23. Efeito da inoculacéo de leveduras na massa seca da raiz de plantulas de canola. As bolas pretas
indicam a UFC/mL, enquanto as barras indicam o peso em gramas da raiz em 7 dias.

Uma razdo entre a raiz e a parte aérea foi feita e estatisticamente nenhum tratamento
apresentou alguma vantagem em relacdo ao outro. Esse fator permite saber para que parte da

planta esta sendo alocado mais energia (Figura 24).
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Figura 24. Razdo apresentada entre a raiz e a parte aérea. As bolas pretas indicam a UFC/mL, enquanto as barras
indicam o resultado da razdo entre raiz e parte aérea em 7 dias.

Através do comprimento da parte aérea nota-se que as linhagens L7, L57, L64 e L38
mostraram melhores resultados que o controle (adgua), enquanto as linhagens L51 e L20

apresentaram desvantagens em relacdo aos demais tratamentos (Figura 25).
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Figura 25. Efeito da inoculagdo de leveduras no comprimento da parte aérea de plantulas de canola. As bolas
pretas indicam a UFC/mL, enquanto as barras indicam o comprimento em centimetros da parte aérea atingido em
7 dias.

A andlise do comprimento da raiz permite confirmar o baixo desempenho das linhagens
L51 e L20 que tiveram sua extensédo radicular um tanto comprometida (Figure 26). Esse fator

pode justificar a baixa performance dos outros critérios analisados.
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Figura 26. Efeito da inoculacdo de leveduras no comprimento da raiz de plantulas de canola. As bolas pretas
indicam a UFC/mL, enquanto as barras indicam o comprimento em centimetros da raiz atingido em 7 dias.

O indice de vigor da planta, o qual considera a taxa de germinacao e desenvolvimento
da plantula, permite conhecer o qudo viavel a semente esta para germinar e se tornar uma planta
com alto vigor, este fator é extremamente importante em campo considerando a uniformizacéo
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do plantio. As linhagens L7, L64 e L38 atingiram melhores resultados comparadas ao controle
YPD (Figura 27).
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Figura 27. Efeito da inoculacdo de leveduras no vigor das plantulas de canola. As bolas pretas indicam a
UFC/mL, enquanto as barras indicam o vigor atingido em 7 dias.

As linhagens que apresentaram menor desempenho, L51 e L20, pertencem a mesma
espécie, ambas foram coletadas de substrato de fruto da baga de uva e da mesma regido, Santa
Catarina, Campo Belo do Sul, Brasil. O desempenho atingido pela espécie foi baixo mostrando-
se como prejudicial para a cultura em um primeiro momento. E possivel observar (Figura 19)
0 baixo desenvolvimento radicular das plantulas representativas, quesito este que pode ter
influenciado o desempenho nos demais critérios analisados. As linhagens L7, L38 e L64
apresentaram os mesmos padrdes de resultado.

A linhagem L7 foi considerada a melhor linhagem para a cultura considerando seu
desempenho nos critérios: comprimento radicular e massa seca da raiz. No aspecto geral, a
mesma linhagem apresentou bom desempenho na capacidade de alteragcdo do pH em dois meios,
PRC-2 (ndo detectavel) e fosforo (91,3 mg/L).

6. Critério de selecdo das leveduras para casa de vegetacao

Para avaliar a influéncia da inoculacdo de leveduras no crescimento e desenvolvimento
da canola, as linhagens de leveduras foram inoculadas para ODsoo inicial de 0,5 e cultivadas por
48 horas.
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O bioensaio foi conduzido em dois ciclos distintos, sendo a escolha das linhagens
utilizadas em cada etapa baseada em critérios especificos. As linhagens de microrganismos
usadas para realizagdo do primeiro ciclo do bioensaio em casa de vegetacdo foram selecionadas
considerando sua capacidade de solubilizacdo de potassio e fosforo (Tabela 9) nos diferentes
meios sintéticos de cultivo. Com base nos resultados que foram obtidos, um ranking de
desempenho foi realizado para selecionar os microrganismos que obtiveram as maiores notas.
A partir desse critério, cada organismo poderia atingir nota 10 conforme seu desempenho, sendo
5 meios testados e considerando peso 2 para cada um. Entre as linhagens de leveduras, 14 foram

selecionadas por atingirem nota igual ou superior a 4.

Tabela 9. Ranking de classificacdo das linhagens de leveduras que atingiram notas superiores a 4.

Solubilizagdo K Solubilg,izagéo Nota
Linhagem PRC-1 PRC-2 PRC-3 PRC-4 NBRIP
L1 2 2 2 1 1 8
L3 2 1 2 1 1 7
L10 2 1 1 1 1 6
L32 1 1 1 1 0,5 4,5
L33 1 1 1 1 0,5 4,5
L36 2 1 1 1 0,5 55
L39 1 1 2 1 0,5 55
L40 1 1 1 1 0,5 4,5
L43 1 1 - 2 0,5 4,5
L44 - 1 2 2 0,5 6
L45 1 1 1 1 0,5 4,5
L49 2 1 1 1 4
L52 2 2 0,5 4,5
L62 1 2 2 1 6

Os critérios para a pontuacao atribuida é apresentado na préxima tabela:

Tabela 10. Critérios de pontuacéo.
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Solubilizacdo de K Solubilizacéo de P

Pontuacdo 2: Quantificagdes Pontuacéo 1: Reduziu o pH
superiores a 10 mg/L
Pontuacao 1: Quantificacdes Pontuacédo 0,5: Néo reduziu o

inferiores a 10 mg/L pH

Quanto ao segundo ciclo, a selecdo considerou as linhagens que foram utilizadas
previamente no ensaio de germinacdo e também aquelas que apresentaram 0s melhores
resultados no ensaio de quantificagdo do fitorménio AIA (Figura 28), a fim de avaliar o
desempenho desses microrganismos em casa de vegetagéo.
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Figura 28. Ranking de classificacdo das linhagens de leveduras que atingiram valores de quantificacdo superiores
a 50 ug/mL na producédo de AlA.

A partir dessa selecdo, as linhagens de leveduras foram conduzidas para ensaio em casa
de vegetagcdo com o objetivo de observar a promoc¢édo de crescimento vegetal. Para tanto, o0s
pardmetros contemplados para analise foram: teor de clorofila, didmetro, massa seca da parte

aérea, massa seca da raiz e razao entre raiz e parte aérea.

6.1 Primeiro ciclo de plantio
O primeiro ciclo de plantio foi composto por um total de 11 linhagens além dos

controles: agua e YPD, totalizando 13 tratamentos. O plantio foi realizado em blocos
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casualizados e a inoculacdo foi realizada 2 vezes, ap0s a planta atingir um par de folhas
verdadeiras e apds 15 dias. Cinco parametros previamente mencionados foram analisados: teor
de clorofila, didmetro, massa seca da parte aérea, massa seca da raiz e razdo entre raiz e parte
aérea. A partir dos resultados obtidos, foi realizada a analise estatistica através do método Scott
Knott.

O primeiro parametro analisado foi o teor de clorofila, realizado por meio do
equipamento Chlorophyll meter, SPAD- 502 Plus. As leituras foram feitas no dia antecedente
a coleta em casa de vegetacdo. Considerando as 11 leveduras testadas, ndo foi possivel observar
diferenca estatistica em relacdo aos controles (Figura 29), evidenciando que nenhum dos

tratamentos em teste se destacou em relacdo a outro e aos controles utilizados.
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Figura 29. Efeito da inoculacéo de leveduras no teor de clorofila de plantas de canola. As bolas amarelas indicam
a UFC/mL, enquanto as barras indicam o teor de clorofila atingido durante o plantio.

Outro parametro analisado foi o diametro do caule que mostrou superioridade de 6
tratamentos em relacdo aos controles utilizados (Figura 30). Entre os tratamentos houve
variacgdo de 2,86mm (L10) a 3,77mm (L62). A linhagem L62 atingiu o valor mais alto, 3,77mm.
Os controles agua e YPD foram semelhantes estatisticamente entre si. Esses resultados
permitem concluir que considerando os 11 tratamentos que foram avaliados, 6 (L39, L43, L44,

L49, L52 e L62) influenciaram positivamente no parametro de didmetro do caule.
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Figura 30. Efeito da inoculacéo de leveduras no diametro de plantas de canola. As bolas amarelas indicam a
UFC/mL, enquanto as barras indicam o comprimento em milimetros atingido durante o plantio.

Quanto & massa seca da raiz, a anlise estatistica indicou que ndo houve diferenga entre
controles e os tratamentos avaliados, indicando auséncia de efeito significativo na massa seca

da raiz em decorréncia da utilizacao dos inoculos (Figura 31).
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Figura 31. Efeito da inoculacdo de leveduras na massa seca da raiz de plantas de canola. As bolas amarelas
indicam a UFC/mL, enquanto as barras indicam o peso em gramas atingido durante o plantio, apds secagem em
estufa 60° C.
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Os resultados da massa seca da parte aérea indicaram a auséncia de diferenca estatistica
entre os tratamentos e controles empregados, sendo os inoculos testados incapazes de

influenciar na massa da parte aérea (Figura 32).
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Figura 32. Efeito da inoculacdo de leveduras na massa seca da parte aérea de plantas de canola. As bolas
amarelas indicam a UFC/mL, enquanto as barras indicam o peso em gramas atingido durante o plantio, apds
secagem em estufa 60° C.

Por fim, uma relacdo entre a raiz e a parte aérea foi realizada com o objetivo de entender
como 0s recursos de crescimento entre sistema radicular e aéreo sao distribuidos pela planta,
dessa forma os valores mais altos indicam um maior investimento em raiz quanto ao inverso
em parte aérea. A analise da razdo raiz/parte aérea, nao apresentou diferenca significativa, sendo
assim, ndo é possivel considerar as estratégias por parte da planta na alocagdo da biomassa
(Figura 33).
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Figura 33. Efeito da inoculacdo de leveduras na razdo entre raiz/parte aérea. As bolas amarelas indicam a
UFC/mL, enquanto as barras indicam o valor atingido entre a razdo raiz/parte aérea.

6.2 Segundo ciclo de plantio

Enquanto o primeiro ciclo de plantio foi composto por 11 tratamentos e 2 controles, o
segundo ciclo teve um total de 15 tratamentos avaliados além dos controles utilizados.

Os procedimentos que foram adotados para a execucdo do primeiro ciclo do plantio,
foram mantidos para manter uma uniformidade entre os resultados. Dessa forma, foi respeitada
a quantidade de dias de plantio, além dos intervalos e nimeros de aplica¢fes dos indculos
contendo as leveduras. A avaliacdo do teor de clorofila sequiu as mesmas regras do primeiro
ciclo, sendo as leituras realizadas um dia antes da coleta. Os critérios que foram avaliados
também permaneceram 0s mesmos.

O segundo ciclo de plantio mostrou que, no parametro teor de clorofila, diferentemente
do que foi observado no primeiro, as linhagens (L12, L16, L18, L20, L37, L41, L49, L51, L56,
L57 e L64) apresentaram diferenca estatistica comparadas aos tratamentos (L58, L59, L63 e
L70). Porém em relacdo ao controle YPD essa diferenga nao foi observada, ndo sendo possivel

concluir sobre sua influéncia no teor de clorofila (Figura 34).
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Figura 34. Efeito da inoculacéo de leveduras no teor de clorofila de plantas de canola. As bolas amarelas indicam
a UFC/mL, enquanto as barras indicam o teor de clorofila atingido durante o plantio.

O diametro do caule que também indicou resultados positivos no primeiro ciclo de
plantio, teve os tratamentos (L12, L18, L20, L41, L49, L51, L56, L57, L58, L64 e L70)
apresentando resultados estatisticos superiores em relacdo aos tratamentos restantes e aos
controles dgua e YPD, contribuindo para um maior espessamento do caule (Figura 35). Para a
canola, o didametro impacta diretamente na produtividade e rendimento da cultura. O
acamamento afeta comumente a colza e influencia diretamente a qualidade das sementes. O
acamamento causa o deslocamento do caule em relacdo a sua posic¢do vertical original. Nesse
sentido, 0 aumento da resisténcia do caule pode tornar a planta resistente ao acamamento devido

sua importancia estrutural (Li et al, 2018).
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Figura 35. Efeito da inoculacéo de leveduras no didmetro de plantas de canola. As bolas amarelas indicam a
UFC/mL, enquanto as barras indicam o comprimento em milimetros atingido durante o plantio.

Assim como o que foi observado no primeiro ciclo de plantio, neste também foi
observada a auséncia de diferenca estatistica entre os 15 tratamentos avaliados e também em
relacdo aos dois controles utilizados (AGUA) e (YPD) (Figura 36). Assim o efeito da

inoculacédo de leveduras ndo foi capaz de afetar no parametro massa seca da raiz.
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Figura 36. Efeito da inoculacdo de leveduras na massa seca da raiz de plantas de canola. As bolas amarelas

indicam a UFC/mL, enquanto as barras indicam o peso em gramas atingido durante o plantio, apds secagem em
estufa 60° C.
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A massa seca da parte aérea também néo foi influenciada pelos tratamentos. O mesmo
foi observado no primeiro ciclo de plantio, indicando que a inoculacdo de leveduras néo

demonstrou forte influéncia sobre a massa seca da parte aérea em plantas de canola (Figura 37).

- 1,51E+10
S 45 - N o A
A

o A A A A Aa A A
\% A
o L 1,01E+10
E 30 - -
2 A E
E 2
© CJ >
(&)
& 15 1 L 5,10E+09
@
2 e
©
= ® *m® N O @ c]

0,0 - J ® L 1,00E+08

o ®
X O LR P DN RSP R PPN
‘Y‘O < A T A N 2 A Y

LINHAGENS

Figura 37. Efeito da inoculacdo de leveduras na massa seca da parte aérea de plantas de canola. As bolas
amarelas indicam a UFC/mL, enquanto as barras indicam o peso em gramas atingido durante o plantio, apds
secagem em estufa 60° C.

A razdo raiz /parte aérea também ndo demonstrou diferenca estatistica entre 0s
tratamentos e controles testados. A alocacdo de biomassa ndo foi influenciada assim como no
primeiro ciclo de plantio, sugerindo um padrdo para quando nao ha diferencas significativas no

peso tanto de massa seca radicular ou aérea (Figura 38).
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Figura 38. Efeito da inoculacdo de leveduras na razdo entre raiz/parte aérea. As bolas amarelas indicam a
UFC/mL, enquanto as barras indicam o valor atingido entre a razao raiz/parte aérea.

Os resultados apresentaram diferencas significativas apenas no parametro de diametro
do caule, indicando o beneficio da utilizacao de leveduras como bioestimulante vegetal. Analise
colorimétrica foi elaborada para selecionar as 8 linhagens utilizadas no plantio associado a
técnica de rochagem. No método, a variacdo de cores é baseada no desempenho das leveduras
em cada pardmetro. Dessa forma, a cor verde corrresponde aos maiores valores, vermelho

indicam os menores e as coloracfes amarelo e laranja, valores intermediarios (Figura 39).

Leveduras %Clorofila  %Diametro  %MSPA %MSR  %Razio R PA Leveduras %Clorofila %Didmetro  %MSPA = %MSR  %Razio R PA
YPD 536 26.70 6.30 -15.29 ?’7[3 13;‘? 52{3 127355 e

* L 62 4,68 42,63 -7.10 L 64 843

*L 52 443 23,05 22,80 -18,27 L 63 6.25 3.94 14.94 -20.69
L 49 6,75 12,62 21,98 4,55 -1421 L 59 2,12 g.15 2,83

17.28
31.30

L 44 7,62 18,01 25,77 013 |2 *L 58

L43 203 | 2504 1346 16.46 -10.74 L 57

* 156 10.79
L40 5.17 -0.39 15,51 16,54 0.99 L 49
*139 6.90 19,15 32,52 12,69 -15.84 * 141
L33 [ees T 30 6.50 14.05 *L37 2720
L 20 3,38 13.25 18,15
L3 5,63 146
%118 5.47 12,75 5579 19.16 24,44
L10 6,00 L1e  [0BHe ] 1607 45,07 14.56 20,76
L3 5,34 L12 4,07 15,18 44,56 22,93 15,37

Figura 39. Analise colorimétrica destacando os melhores desempenho das linhagens em cada parametro
avaliado, * indica linhagens selecionadas. (MSPA): massa seca da parte aérea, (MSR) massa seca da raiz e
(C_PA) comprimento da parte aérea.

6.3 Bioensaio realizado em casa de vegetacao associado a técnica de rochagem
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O bioensaio realizado em casa de vegetacdo associado a técnica de rochagem foi feito
com a utilizagdo do pé de rocha PRC-1. A escolha do p6 de rocha foi baseada nos resultados
de solubilizagdo de potéssio, ja que foi 0 meio contendo PRC-1 teve o maior nimero de
leveduras com capacidade de solubilizacdo e reducdo do pH. As linhagens utilizadas foram
selecionadas a partir do plantio realizado anteriormente em casa de vegetacédo, sendo elas: L56,
L37, L52, L58, L41, L6, L18 e L39. A preparacdo do indculo e intervalos de inoculagcdo foram
mantidos, assim como na primeira etapa do plantio. O pé de rocha foi incorporado junto ao solo
no momento do plantio. Essa etapa teve como objetivo avaliar a capacidade das linhagens de
leveduras em influenciar no crescimento de plantas de canola através da solubilizacdo do pé de
rocha, dessa vez em casa de vegetacéo.

Como parametro de analise foram mantidos os mesmos critérios, teor de clorofila,
didmetro, massa seca da parte aérea, massa seca da raiz e razao entre raiz e parte aérea.

O teor de clorofila mostrou que os tratamentos testados ndo foram superiores
estatisticamente em relagéo a dois dos quatro controles testados (PRC-1 e YPD/ PRC-1) (Figura
40). O tratamento L39 teve desempenho ainda inferior em relacdo ao restante dos testados. A
partir desses resultados, ndo é possivel concluir a influéncia positiva da inoculacdo das
linhagens testadas.
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Figura 40. Efeito da inoculacdo de leveduras no teor de clorofila de plantas de canola. As bolas amarelas indicam
a UFC/mL, enquanto as barras indicam o teor de clorofila atingido durante o plantio.
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Quanto ao diametro do caule, as linhagens utilizadas ndo influenciaram estatisticamente
como havia sido observado nos plantios anteriores. Dessa forma, ndo houve diferenga

significativa entre as leveduras testadas e o controle YPD/ PRC-1 (Figura 41).
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Figura 41. Efeito da inoculacéo de leveduras no diametro de plantas de canola. As bolas amarelas indicam a
UFC/mL, enquanto as barras indicam o comprimento em milimetros atingido durante o plantio.

A massa seca da raiz (Figura 42) apresentou diferenca estatistica entre 5 dos 8
tratamentos utilizados. O controle YPD/ PRC-1 mostrou-se inferior em relacdo as linhagens
L37, L41, L52, L58 e L62. Estatisticamente houve beneficio da utilizacdo desses tratamentos,

sendo apenas L18, L39 e L56 iguais ao controle.
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Figura 42. Efeito da inoculacdo de leveduras na massa seca da raiz de plantas de canola. As bolas

amarelas indicam a UFC/mL, enquanto as barras indicam o peso em gramas atingido durante o plantio, apds

A

secagem em estufa 60° C.

massa seca da parte aérea teve diferenca entre os tratamentos, porém essa diferenca

ndo permaneceu quanto ao principal controle YPD/PRC-1. Portanto, a influéncia das leveduras

que foram inoculadas ndo pode ser confirmada para este parametro a partir deste ensaio (Figura

43),
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Figura 43. Efeito da inoculacdo de leveduras na massa seca da parte aérea de plantas de canola. As bolas
amarelas indicam a UFC/mL, enquanto as barras indicam o peso em gramas atingido durante o plantio, apds

secagem em estufa 60° C.
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Assim como foi observado nos plantios em que nao houve a utilizacdo de p6 de rocha,
0 parametro raiz/parte aérea ndao apresentou resultados estatisticos significativos, dessa forma,

n&o podendo ser confirmada a influéncia dos microrganismos nesse parametro (Figura 44).
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Figura 44. Efeito da inoculacdo de leveduras na razdo entre raiz/parte aérea. As bolas amarelas indicam a
UFC/mL, enquanto as barras indicam o valor atingido entre a razdo raiz/parte aérea.

A figura 45 mostra a diferenca visual das plantas de canola entre os tratamentos
testados, a partir da escolha de uma planta representativa de cada tratamento. Apesar da planta
(L41), se destacar visualmente em relagdo aos controles, as analises estatisticas levaram em

conta todas as repeticdes.
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Figura 45. Plantas representativas de cada tratamento mostrando o efeito da inoculacéo de leveduras.
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Com base no desempenho das leveduras utilizadas no plantio associado & técnica de

rochagem, foram selecionadas trés linhagens para analise de macronutrientes, juntamente com

os controles PRC-1 e PRC-1+YPD (Figura 46). A analise foi feita tendo em vista os resultados

do Unico parametro com resultados estatisticos significativos (massa seca de raiz). Portanto a

escolha de 3 linhagens entre as 5 que se destacaram em relacéo ao controle, foi necessaria para

garantir que os demais pardmetros também fossem considerados.

Leveduras %Clorofila “%Diametro %MSPA  %MSR
Agua
YPD
YPD/PRC-1
PRC-1
* 162
* 158 7,64
L56 8.14 3,69
% L52 43,47 8.02 4,13
L41 4258 6,58
139 7.77 433 1,20
L37 1,29 67,87
L18 43,51 7,50 4,28 1,17 11,10 67,56

Figura 46. Andlise colorimétrica destacando os melhores desempenho das linhagens em cada parametro

avaliado, (*) indica as linhagens selecionadas.(MSPA): massa seca da parte aérea, (MSR) massa seca da raiz e

(C_PA) comprimento da parte aérea.
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6.3.1 Teor de macronutrientes em Canola submetidas a rochagem e inoculacéo por
leveduras

O material da massa seca da parte aérea foi usado para quantificar macronutrientes
primarios e secundarios. O objetivo da analise foi verificar a influéncia da inoculacdo das
leveduras na absorcdo de fosforo e potassio e dos macronutrientes secundarios, calcio e
magnésio. As trés linhagens foram escolhidas através da anélise colorimétrica que indicou o

desempenho em cada parametro, sendo elas: L52, L58 e L62 (Figura 46).

A Figura 49 apresenta a quantidade de potassio e magneésio absorvida pela canola nos
tratamento de leveduras testados (L52, L58 e L62). A levedura L62 destacou- se na absor¢éo
de K e Mg em comparacao as outras duas leveduras testadas, tendo resultados de 30,81 g/kg
para K e 10,7 g/kg para Mg. Ja as plantas inoculadas com a levedura L52 e L58 mantiveram a
absorcdo semelhante aos controles PRC-1 e PRC-1+ YPD. Dessa forma, a levedura L62 foi
considerada mais eficiente entre as 3 linhagens quanto a disponibilizacdo de K para plantas de
canola.

Considerando a relacdo K/Mg ainda pouco compreendida, sabe-se que essa relacdo pode
ser tanto de efeito sinérgico como antagonico, tal fato pode variar conforme idade e espécie de
planta. O K e 0 Mg atuam como cofatores de enzimas importantes no controle de processos de
ordem fisioldgica e bioquimica nos tecidos vegetais (Xie et al, 2021). O presente trabalho
indicou gque a inoculacéo de leveduras pode ter gerado um aumento na absorc¢éo de K, sugerindo
uma possivel interacdo sinérgica com 0 Mg, ja que a mesma linhagem que promoveu melhor
absorcdo de K para a planta foi a mesma com resultados positivos para o Mg (Figura 47).

A utilizacdo de microrganismos que favorecem a solubilizacdo de K pode interferir
também na absor¢do de Mg, uma vez que a aplicacdo demasiada de fertilizantes potassicos pode
ocasionar deficiéncia de Mg, em consequéncia da relagdo antagdnica entre os nutrientes. A
competicdo entre os nutrientes ocorre devido aos sistemas de absorcéo das raizes das plantas,
ja que os canais de absorcdo responsaveis pelo transporte ndo séo especificos para cada um.
Dessa forma, quando ha excesso de K*, pode ocorrer competicdo pelos sitios tornando

inacessiveis para 0 Mg* (Xie et al, 2021).
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Figura 47. Resultado em g/kg dos macronutrientes Pot&ssio e Magnésio. As barras verdes apresentam resultado
em g/kg de potassio e as barras amarelas de magnésio absorvidos pelas plantas de canola.

Tambeém foi analisado a absor¢do de P (Figura 48), sendo a linhagem L58 responsavel
pela maior absorcdo do nutriente, 22 g/kg para fosforo e 13,4 g/kg para Ca. Considerando a
relacdo na absorcdo de P/Ca, foi observado que a absorcdo de Ca pela levedura néo
proporcionou prejuizo na absorcéo de P comparado aos controles PRC-1 e PRC-1+YPD.

O mesmo néo foi observado para a linhagem L62, que apresentou uma menor absor¢do
de P. Em solos geralmente acidos a relacdo de absorcdo de P é fortemente influenciada pelo
fato do nutriente ser fixado em fosfatos de célcio (Fathi et al, 2023).

Dessa forma, entre as linhagens avaliadas, L58 destacou-se quanto a capacidade de
promover absor¢do de fosforo, porém isso ndo foi observado quanto a solubilizacdo nos testes

in vitro.

Fosforo e Calcio
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Figura 48. Resultado em g/kg dos macronutrientes Fosforo e Calcio. As barras azuis apresentam resultado em
g/kg de fosforo e as barras cinzas de calcio absorvidos pelas plantas de canola.
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Em um outro estudo, duas linhagens foram testadas Rhodosporidium
paludigenum JYC100 e Aureobasidium pullulans JYC104 quanto a solubilizac&o de fosfato de
calcio. JYCL100 apresentou resultados favoraveis de solubilizacdo ao exibir halo ao redor de
colénias que indica solubilizacdo de fosfato pela levedura. Ja A. pullulans ndo indicou
solubilizacdo alguma. As linhagens foram testadas também em plantas de Arabidopsis thaliana
e tomate tipo cereja. Os resultados mostraram que a biomassa, altura do broto, além do contetido
de P inorganico das plantas aumentaram em relacdo aos controles (Chen et al, 2023).

Os resultados sugerem que o acumulo de nutriente final na planta em decorréncia da
inoculacdo de leveduras é condicionado pela linhagem utilizada, indicando especificidade entre
0 microrganismo e a absor¢do do nutriente.

Por fim, a solubilizacdo de nutrientes para Canola através da producdo dos acidos
organicos pelas leveduras pode ser estratégica para elevar a producédo da cultura estudada, uma
vez que a solubilizacdo mineral ¢ influenciada pelo tipo de &cido organico liberado por estes
microorganismos (Lodi et al, 2021).
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7. Concluséo

Este trabalho demonstrou, através dos ensaios realizados, a identificacdo de leveduras
com potencial de solubilizacéo de potassio e fésforo. A linhagem L62 mostrou-se eficiente na
solubilizacdo de K, além de apresentar resultado positivo na promogéo de absorcao do nutriente
em plantas de canola. A L58 por sua vez, ndo apresentou altos valores de P nos resultados in
vitro, porém reduziu o pH do meio, em casa de vegetacdo destacou-se nos niveis de P
absorvidos pela planta em decorréncia da inoculacdo. Também foi possivel identificar linhagens
capazes de produzir AIA em meio enriquecido com L-triptofano. Nos ensaios conduzidos em
casa de vegetacao, o diametro do caule e também a massa seca da raiz foram influenciados em
decorréncia da inoculacdo de leveduras. Portanto, os testes realizados em laboratério revelam
que as leveduras geram compostos que influenciam o crescimento e desenvolvimento vegetal,

além de proporcionar a solubilizacdo de nutrientes.

8. Perspectivas

Uma vez que os ensaios de solubilizacdo e quantificacdo de K e P, bem como a producéo
de &cido indolacético, indicaram a capacidade das leveduras na disponibilizacdo de nutrientes
e potencial bioestimulante, € necessario uma elucidacdo mais ampla em relacdo aos
mecanismos utilizados pelas leveduras que interferem diretamente o processo de solubilizacéo.
Compreender a relacdo entre a reducao do pH por parte das leveduras, a producdo de acidos
organicos e como isso interfere no desenvolvimento vegetal.

Em casa de vegetacao, a utilizacdo de outros tipos de rocha, como as fosfatadas, podem
apresentar resultados diferentes, considerando diferentes fontes de fornecimento de P,
influenciando a absorcéo do nutriente. Além disso, a repeti¢do da inoculacéo das leveduras até
o fim do ciclo da cultura pode avaliar o efeito real na produtividade. Considerando as vantagens
da adubacdo fosfatada na germinacdo de canola, a testagem de uma inoculagdo prévia a

obtencédo do primeiro par de folha pode ser uma estratégia para disponibilizacdo do nutriente.
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Anexo 1
Distribuicdo por género dos microrganismos utilizados no estudo.

As 72 leveduras analisadas no estudo encontram- se separadas por género indicadas

pelas fatias do gréfico.

Ordem- Saccharomycetales

Pichia

Moesziomyces

Spathaspora

L13. 123, 124, L26,
132, L33, L35, L36,
L38. L45. L49

Aureobasidium

Sporobolomyces Hanseniaspora

Kluyveromyces

Meyerozyma

Issatchenkia Candida

Metschnikowia



