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RESUMO

Solos 4acidos com altos teores de oxidos de Fe e Al, apresentam grande capacidade de
retencao de fosfato e constituem um forte dreno deste nutriente quando aplicado em sistemas
agricolas como fertilizante. O fosforo (P) ¢ essencial ao desenvolvimento vegetal, contudo
apenas uma pequena fracdo encontra-se em solugdo, estima-se menos de 0.1% do P total
esteja na solucao do solo, ou seja, mais de 95% do fosforo do solo encontra-se nao disponivel.
Eventos como absorc¢do, adsor¢do, fixagdo, lixiviagdo e retrogradagdo afetam diretamente a
disponibilidade de foésforo na solugdo do solo. Algumas espécies de bactérias possuem
mecanismos como producdo de acidos e fosfatases que permitem a solubiliza¢do de fosfato
adsorvido no solo, tornando o P disponivel na solu¢cdo do solo, tais bactérias podem ter
aplicagdo na agricultura como biofertilizantes auxiliando no incremento de P em sistemas
agricolas, e constituir uma importante ferramenta para agricultura sustentavel. Portanto,
buscamos a prospeccdo de ativos biologicos para a solubilizagdo de fosfato com base em
bactérias isoladas da interagdo Formiga-Planta. Plantas de embauba foram identificadas em
simbiose com formigas e abertas longitudinalmente, e do interior das domaécias foi realizado o
isolamento direto de microrganismos utilizando alg¢a estéril descartavel. As colonias que
apresentaram halos em meio PVK foram isoladas e passaram por screening e identificagao
molecular do género via 16S. Foram selecionadas 5 bactérias com altos indices de
solubilizagdo in vitro, e posteriormente identificadas como do género Pantoea e Serratia. A
identificacao molecular das formigas de embaubeira foi realizada pela analise da regiao CO1.
Concluimos que o sistema simbidtico Azteca-Cecropia apresentou bactérias com niveis alto e
médio de solubilizagdo de fosfato constituindo em potencial, ativos biologicos para
elaboragao de biofertilizantes.
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1 INTRODUCAO

Associagdes simbioticas decorrem da interagdo continua entre espécies ao longo de
seu processo evolutivo, tal relagdo pode atingir elevado nivel de especializagao
devido a co-evolugdo. O sistema biologico Formiga-Planta constitui uma fonte para
exploracdo de novos compostos antimicrobianos, visto que a microbiota nestes sistemas esta
sob constante pressdo de sele¢do de patogenos, herbivoros e parasitas. Associacdes que co-
evoluiram apresentam beneficios para ambas espécies, conferindo vantagem adaptativa frente
a adversidades bidticas e abioticas, e como consequéncia enorme potencial biotecnologico
pode ser explorado de relagdes ecoldgicas que levaram milhdes de anos para se
estabelecerem. Na relacdo mutualistica entre plantas e formigas, a espécie vegetal confere
abrigo e alimento para a colonia enquanto os insetos sdo beneficiados pela protecao contra
herbivoros, patdogenos e parasitas. Além disso, formigas podem carregar microrganismos
simbiontes com atividade biologica crucial para estabilidade da colonia e da planta, atuando
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como mecanismo de defesa e manutencdo da sanidade da colonia. Dessa forma, a
prospeccdo de microrganismos associados a sistemas Formiga-Planta ¢ fundamentada no
fato de que simbioses se estabeleceram ao longo da evolugdo, por conferir as espécies
envolvidas vantagem adaptativa, e portanto identificar ativos bioldgicos ainda ndo descritos
pode abrir caminho para desenvolvimento de bioinsumos inovadores. Existe uma demanda
mundial por produtos agricolas mais sustentaveis, que substituam defensivos de maior
impacto ambiental, portanto a prospeccao de ativos bioldgicos que contribuam para o
desenvolvimento de bioinsumos contribui diretamente com a bioeconomia no estado do
Amazonas. O género Cecropia ¢ composto por cerca de 60 espécies, sendo 46 mirmecofitas,
ou seja, apresentam interagdo simbiodtica com formigas (BERG et al., 2005; MAYER et al.,
2018). As espécies de Cecropia estio amplamente distribuidas pela regido amazonica, onde €
possivel encontrar cerca de 24 espécies, algumas sdo utilizadas para alimentagdo ¢ como
fitoterapico. Conhecida por inimeros nomes: embauba, imbatba, umbauba ¢ embatva, seu
nome popular tem origem na palavra “ambaiba” do Tupi que significa “tronco oco” (COSTA;
SCHENKEL; REGINATTO, 2011). Também sao utilizadas para reflorestamento, devido ao
seu rapido crescimento e baixa exigéncia nutricional. S3o arvores pioneiras atingindo de 5 a
25 m. A maioria das espécies apresentam caule central ereto e vascularizado. Em plantas
adultas (3-5 anos) ¢ comum o desenvolvimento de novos ramos a partir do caule, resultando
numa arquitetura de candelabro. Plantas de Cecropia comumente apresentam associagdo com
formigas e outros insetos, o género de formigas Azteca ¢ o mais frequente em interacoes
simbidticas envolvendo espécies de Cecropia e formigas (BERG et al., 2005). O género
Azteca ¢ constituido por cerca de 150 espécies de formigas, das quais 13 espécies
obrigatoriamente fazem associagdo com espécies de Cecropia (AYALA et al.,, 1996;
FUKUDA et., 2021). E um género de formigas neotropicais arboreas, que podem se abrigar
em plantas vivas ou caules em decomposi¢do, e estabelecem associagdo com plantas
mirmecoéfitas de 16 géneros distintos (OLIVEIRA; CORREA; DELABIE, 2015). Formigas do
género Azteca possuem o habito de cultivar fungos com objetivo alimentar, tornando o
sistema simbiotico ainda mais geneticamente complexo. A biodiversidade presente nestes
sistemas difere daquelas no ambiente ao redor, além disso, mesmo no interior de uma mesma
planta de Cecropia, camaras adjacentes podem apresentar diversidade microbiologica
(LUCAS et al., 2019). O sistema simbidtico Azteca-Cecropia confere ganhos de produgao
significativos para a planta hospedeira, conforme descrito por OLIVEIRA et al. (2015),
utilizando 25 simbiontes de Cecropia glaziovii em associagdo com Azteca muelleri e 23 sem
associacao verificou que plantas colonizadas cresceram 3,7 vezes mais que as nao
colonizadas. Além disso, plantas de Cecropia glaziovii nao colonizadas sofreram maior taxa
de herbivorismo. A colonizagdo de uma Cecropia ocorre do apice para a base, o orificio de
entrada ¢ construido utilizando o prostoma (estrutura vegetal especializada) para acessar as
domaécias que sdo camaras no interior do caule utilizadas como abrigo. Apos entrada,
operarias mastigam entradas individuais no caule, e nos espagos intermodais, favorecendo a
livre passagem pelo interior da planta (MARTING et al., 2018). As domacias podem ser
subdivididas, compartimentalizando componentes em seu interior como larvas e alimento,
promovendo um melhor aproveitamento do espaco. Além das domécias e prostoma, outra
estrutura vegetal especializada desse sistema ¢ a triquilha, estrutura constituida por tricomas,
localizada na jung¢ao do peciolo foliar com o caule. A triquilha ¢ um indumento onde ocorre a
produgdo de corpos miillerianos, compostos ricos em glicogénio utilizados como fonte de
alimento por insetos. Dessa forma, formigas em associagdo, obtém abrigo e comida, enquanto
a planta se beneficia da protecdo contra herbivoros e de efeitos benéficos ao seu crescimento
(GIBERT et al., 2019). Esse mecanismo de defesa ¢ resultado da a¢do conjunta de insetos e
microrganismos que compdem a associacdo. Microbiomas associados a plantas mirmecofitas
e insetos, constituem uma valiosa fonte de recursos genéticos microbianos, sua analise e
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prospeccao pode revelar aplicacdo agricola, farmacoldgica e industrial. Em trabalho realizado
no Panama4, a andlise metagendmica de diferentes amostras da associagdo entre Azteca alfari
e Cecropia peltata, utilizando as regides 16S e ITS, foram identificados como filos mais
frequentes Proteobacteria, Actinobacteria, Ascomycota e Basidiomycota (LUCAS et al.,
2019). Em trabalho realizado no Rio de Janeiro, Fukuda et al., (2021) descreveram o rico
potencial microbioldgico de sistemas Cecropia-Azteca. Foi relatado que os géneros de maior
ocorréncia nessa associacao foram: Pseudomonas, Pantoea, Rhizobium, Methylobacterium e
Streptomyces, géneros os quais foram extensivamente descritos quanto ao seu efeito benéfico
a plantas e potencial biotecnologico (WALTERSON; STAVRINIDES, 2015; NASCIMENTO
et al., 2020; DIEZ-MENDEZ; MENENDEZ, 2021; CHEVRETTE et al., 2019; QUINN et al.,
2020; KUMAR et al., 2021; HAMDAN; ABD-EL-MAGEED; GHANEM, 2021; ERDEMCI,
2020). De forma geral, na associagdo simbidtica a promogao de crescimento vegetal pode ser
resultante de diferentes mecanismos, como: fixagdo de N atmosférico, supressdo de pragas e
doencas, indugdo de resisténcia em plantas, modulacdo dos niveis de hormdnios vegetais,
reducdo dos niveis de etileno e producao de sideréforos. A diversidade de organismos que
possuem efeito benéfico para producao vegetal € notavel, ha um vasto potencial desconhecido
e inexplorado sobre a aplicabilidade de produtos naturais desses organismos no setor agricola,
industrial, farmacéutico ou cosmético.

2 MATERIAIS E METODOS

Plantas de Embauba foram identificadas com base em caracteristicas morfoldgicas
como presenga de triquilhas, prostomas, corpos miillerianos e pelas caracteristicas peculiares
das folhas, descritas em profundidade por Berg (2005). Posteriormente a presenga de formigas
foi confirmada com uma batida suave no tronco da arvore que normalmente leva ao
aparecimento de atividade de formigas na superficie da planta. Apos a identificagao da planta
e confirmacdo da atividade de formigas, o apice da planta foi cortado e aberto em corte
transversal com facao esterilizado. Com auxilio de uma al¢a inoculadora estéril foi realizado
o isolamento direto de microrganismos do interior da superficie das domacias em placas de
agar PVK (Pikovskaya agar). As placas foram incubadas a 28 °C por 48 h e observadas
quanto a solubilizacdo de halos; placas apresentando halos foram utilizadas para subcultura e
isolamentos bacterianos. Apds o primeiro subcultivo, os materiais biologicos que mantinham
halos de solubilizacdo em meio PVK foram isolados pelo método de esgotamento por estrias.
Foi coletado material de 3 plantas (simbiontes), denominadas A, B e C das quais foram
isolados microrganismos e coletadas formigas de cada simbionte (FA, FB e FC). Isolados
bacterianos foram inoculados no centro de placas PVK e incubados a 30 °C e fotografados no
quinto dia, o didmetro transversal e longitudinal da colonia e o halo foram medidos usando o
software Imagel. O indice de solubilizacao de fosfato (PSI) foi calculado para cada isolado
utilizando a seguinte formula: PSI= H+C/C; foram H: didmetro médio dos halos transversal e
longitudinal; e C: didametro médio transversal e longitudinal da col6nia. De acordo com os
valores do indice de solubilizagdo (IS) obtidos, as bactérias foram classificadas como de baixo
valores menores que 2; médio de 2 a 3; e alto IS maior que 3. Para identificagao molecular das
bactérias e formigas a nivel de género, foram amplificadas as regides 16S (JAMES, 2010) e
COl, respectivamente (FOLMER et al. 1994), e os produtos de PCR foram purificados por
precipitagdo com PEG. As reacdes de sequenciamento foram realizadas utilizando volume de
10 uL sendo 5 pLL de produtos de PCR purificados, 2 pL. de Big Dye v3.1 (Thermo Fisher), 2
pL de tampao 5X (Applied Biosystems) e 3,2 pmol de cada primer. As reacdes de
sequenciamento foram posteriormente analisadas em um sequenciador 3500 Genetic Analyze
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(Thermo Fisher). A identificacdo a nivel de género foi realizada por meio de BLAST
(www.ncbi.nlm.nih.gov) da sequéncia consenso gerada.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Cinco isolados apresentaram potencial de solubilizacdo de fosfato inorganico. De
acordo com a tabela de classificagdo baseada nos indices de solubiliza¢ao de fosfato em meio
Pikovskaya agar in vitro, 4 isolados apresentaram alto indice de solubilizagdo, e um isolado
apresentou IS médio, os isolados com baixos indices de solubilizacdo foram descartados. Os
isolados A2, A3, B1 e CI1 apresentaram alto indice de solubilizagao de fosfato, enquanto o
isolado C3 apresentou IS médio (Tabela 1). Os dados indicam que as bactérias isoladas do
sistema Azteca-Cecropia apresentam valores expressivos de IS. Chakdar et al. (2018) isolou
bactérias com alta eficiéncia em solubiliza¢do de fosfato, dentre elas duas pertencentes ao
género Pantoea apresentaram valores de IS de 1.8 (Pantoea sp. A34) e 2.0 (Pantoea sp. A3).
Kirui, Njeru e Runo (2022) avaliaram 71 bacterias solubilizadoras de fosfato e obtiveram
valores de IS que variaram de 1.14 (isolado 7) até 5.8 (isolado 22) e verificaram que apenas
20% dos isolados analisados apresentaram IS maior que 4. Prasad et al. (2022) também
relataram bactérias do género Pantoea com altos indices de solubilizagdo de fosfato,
apresentando valores de 4.7 (HCF6) e 5.4 (HCF9) em meio NBRIP (National Botanical
Research Institute's phosphate growth medium). Os dados obtidos corroboram com os
resultados relatados, como pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1 — Diametro médio das colonias, didmetro médio dos halos de solubilizagdo em meio
PVK ¢ os indices de solubilizacao de fosfato aos 5 dias de incubacdo dos isolados analisados.

Isolad Coldnia Halo IS Classifica
0 (cm) (cm) ¢ao
a2 0.78+0.10 2.68+0.0 443 alto
4
a3 0.99+0.17 3.08+0.0 4.11 alto
4
bl 0.96+0.13 2.18+0.0 3.27 alto
4
cl 0.86+0.11 2.75+0.0 4.19 alto
3
c3 1.74+0.22 3.28+0.1 2.88 médio
2

Os halos de solubiliza¢ao de fosfato in vitro podem ser observados na figura 1, assim
como a folha e a estipula do respectivo simbionte. Foram observadas diferencas morfologicas
na folha e estipula dos diferentes simbiontes (A, B e C).
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Figura 1- Isolados a2, a3, bl, cl e ¢3 em placas de petri de 90 mm contendo meio PVK aos 5
dias de cultivo a 30 °C, IS= Indice de solubilizac¢ao de fosfato; e folha e estipula do simbionte.

Os resultados de BLAST indicam que as bactérias podem pertencer ao género
Pantoea, com excegao da C3 cujo género de maior similaridade foi Serratia (Tabela 2).

Tabela 2 - Identificagdo molecular baseada nas sequéncias do gene 16S rRNA e COl.
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Isolado Identificacdo baseada N acessono Cobertura (%) Identidade (%)

no 16S GenBank
a2 Pantoea cypripedii  KX507160.1 100 98
a3 Pantoea cypripedii  KX507160.1 99 98
bl Pantoea dispersa MT386231.1 99 99
cl Pantoea cypripedii  MN428177.1 100 97
c3 Serratia rubidaea  MN793318.1 90 98
Formiga Identificacio baseada N acessono Cobertura (%) Identidade (%)

no mtDNA CO1 GenBank

FA Azteca ovaticeps JQ867544.1 95 92
FB Azteca ovaticeps JQ867544.1 93 95
FC Azteca ovaticeps JQ867544.1 94 95

4 CONCLUSAO

Em muitas regides do Brasil a embatba ¢ uma planta encontrada com frequéncia,
contudo o enorme potencial biotecnoldgico que ali reside ainda € pouco conhecido. Muitas
das espécies de Cecropia possuem adaptagdes morfologicas que favorecem a simbiose com
formigas, o que torna cada individuo parte de um sistema simbidtico composto por Formiga-
Planta e microrganismos. Espécies mirmecofitas de Cecropia podem fornecer ativos
biologicos com capacidade de solubilizacdo de fosfato inorganico, e¢ fundamentar a
elaboracdo de biofertilizantes de menor impacto ambiental para produgdo agricola sustentavel.
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