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POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE BACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE
FOSFATO DE PLANOSSOLOS E LUVISSOLOS DO NORDESTE BRASILEIRO

RESUMO GERAL

O fosforo (P) é o segundo macronutriente necessario para o crescimento das
plantas. Participa de diversos processos como a fotossintese e sintese de acidos
nucleicos e proteinas. A maioria dos solos apresentam uma baixa disponibilidade de
P limitando o desenvolvimento das culturas. A utilizacdo de bactérias solubilizadoras
de fosfato (BSF) € uma alternativa sustentavel para a substituicdo de fertilizantes
fosfatados que representam um grande custo para a agricultura e podem afetar o
ambiente causando eutrofizacao de corpos de agua e acumulacao de metais pesados
no solo, afetando a saude do mesmo. Os Planossolos e Luvissolos sdo ordens de
solos representativos da regido Nordeste do Brasil. Contudo, existem poucos
trabalhos de prospeccao de BSF com alto potencial biotecnologico. O primeiro objetivo
do trabalho foi selecionar e caracterizar BSF isoladas de horizontes superficiais e
subsuperficiais de 4 perfis de Planossolos e 4 perfis de Luvissolos do Nordeste
brasileiro. Para o isolamento e selecdo das BSF foi usado o meio so6lido NBRIP. Para
cada amostra foi determinada o numero de UFC.g' de solo e realizada a
caracterizacao morfofisioldgica das bactérias em relagéo a cor, forma, elevacédo, borda
e superficie e calculado o indice de solubilizacdo de fosfato (IS). Foram
caracterizadas um total de 170 isolados bacterianos, dos quais, 96 provenientes de
Planossolos e 74 de Luvissolos. Os resultados de bactérias variaram
significativamente entre os horizontes (p < 0,05) dos perfis estudados. A maioria das
BSF apresentou um IS médio e uma grande variedade morfofisiolégica. Todos os
isolados foram capazes de solubilizar fosfato de calcio em meio liquido apresentando
diferencas significativas (p < 0,05) entre os isolados e o controle. O segundo objetivo
do trabalho foi avaliar o efeito da inoculacdo em milho (Zea mays) de oito BSF
selecionadas previamente (PL1A, PL1B, PL2L, PL3J, PL6A, PL18E, LU10E, LU13C)
de acordo com diferencas morfofisiologicas; solubilizacdo de fosfato de calcio no meio
liguido NBRIP 2 160 mg.L; eficiéncia de solubilizacdo e apresentar pelo menos um
mecanismo de promocdo do crescimento vegetal como alta producdo de AlA,
exopolissacarideos, ou solubilizacdo Zn e antagonismo com Fusarium sp. Sementes
de milho foram inoculadas separadamente e semeadas em um solo com baixo teor
de fosforo com diferentes fontes de fosforo: P- (sem fosforo), superfosfato simples
(SFS); fosfato natural reativo (FNR) e a combinacdo SFS+FNR. Adicionalmente, foi
realizado um tratamento controle (sem inocular). O experimento foi instalado em
esquema factorial, e conduzido em casa de vegetacdo por 40 dias e avaliados a
disponibilidade de fésforo no solo, massa seca de raiz e parte aérea e teor de
nutrientes na parte aérea. De modo geral, os resultados de fésforo disponivel no solo,
biomassa seca e teor de nutrientes foram superiores para os tratamentos inoculados
em relacdo aos nao inoculados. As BSF selecionadas apresentaram potencial para o
desenvolvimento de um biofertilizante fosfatado, sendo necessarias futuras
avaliagdes no campo.

Palavras-chave: Fosforo. Bactérias do solo. Horizontes. Biofertilizante fosfatado. Zea
mays.



BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL OF PHOSPHATE SOLUBILIZING BACTERIA
OF PLANOSOLS AND LUVISOLS FROM NORTHEASTERN BRAZIL

GENERAL ABSTRACT

Phosphorus (P) is the second macronutrient needed for plant growth. It
participates in several biological processes such as photosynthesis and nucleic acid
and protein synthesis. However, most soils have a low availability of P, limiting crop
development. The use of phosphorus solubilizing bacteria (PSB) is a sustainable
alternative for replacing phosphate fertilizers which represent a great cost for
agriculture and can negatively affect the environment causing eutrophication of water
bodies and accumulation of heavy metals in soil, affecting the soil health. Planosols
and Luvisols are some of the most representive soil in the Northeast region of Brazil.
Nevertheless, there are few prospecting studies for PSB with high biotechnological
potencial. One of the aim of this work was to select and characterize PSB isolated
from superficial and subsurface horizons of 4 profiles of Planosols and 4 profiles of
Luvisols from the Northeast of Brazil. For the isolation and selection of the PSB was
used NBRIP solid medium. For each Petri dish was determined the CFU.g™* of soil and
the morphophysiological characterization of the bacteria in relation to color, shape,
elevation, edge, surface and calculated the phosphate solubilization index (SI). A total
of 170 bacteria were characterized, of which 96 correspond to Planosols profiles and
74 to Luvisols profiles. The results of bacteria varied significantly between horizons (p
< 0.05) for the studied profiles. Most PSB showed a medium S| and a large
morphophysiological variation. All isolates were able to solubilize calcium phosphate
in liquid medium showing significant differences (p < 0.05) between the isolates and
the control. The second objective of the work was to evaluate the effect of inoculation
in maize (Zea mays) of eight selected PSB (PL1A, PL1B, PL2L, PL3J, PL6A, PL18E,
LU10E, LU13C) according to morphophysiological differences; solubilization of
calcium phosphate in NBRIP liquid medium = 160 mg.L?; calcium phosphate
solubilization efficiency without significant reduction of solubilization capacity over
time and at least one plant growth promotion mechanism such as high production of
IAA, exopolysaccharides, or Zn solubilization or antagonism with Fusarium sp. Maize
seeds were inoculated separately and cultivated in a low phosphorus soil with
different phosphorus sources: P- (no phosphorus), simple superphosphate (SSP),
reactive rock phosphate (RP) and SSP+RP combination. Additionally, a control
treatment (without inoculation) was performed. The experiment was installed in
factorial scheme and carried out under greenhouse conditions for 40 days and
evaluated phosphorus availability in soil, root and shoot dry mass and shoot nutrient
content. In general, the results of phosphorus availability in soil, dry biomass and shoot
nutrient content were higher for the inoculated treatments compared to the non-
inoculated. The selected isolates showed potencial for the development of a
phosphate biofertilizer, requiring their field evaluation.

Keywords: Phosphorus. Soil bacteria. Horizons. Phosphate biofertilizer. Zea mays.
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1. INTRODUCAO

O fésforo (P) € um elemento essencial para o desenvolvimento das culturas
vegetais. A maioria dos solos do mundo, apresentam uma baixa disponibilidade de P
para as plantas, havendo necessidade de adicionar fertilizantes fosfatados pela alta
adsorcao deste elemento, principalmente em solos tropicais. No Brasil, grande parte
dos fertilizantes fosfatados séo importados, o que implica elevados custos para os
agricultultores. Adicionalmente, as reservas de rocha fosfatica sao finitas e varios
estudos tém demonstrado que o uso excessivo de fertilizantes pode causar
eutrofizacdo de corpos de agua assim como alteragcbes na comunidade edéfica
afetando negativamente a fertilidade do solo e consequentemente a satde do mesmo.
Sendo assim, 0 uso de micro-organismos benéficos na forma de biofertilizantes
(inoculantes) € uma alternativa economicamente e ambientalmente sustentavel.

As bactérias solubilizadoras de fosfato (BSF) sdo micro-organismos edaficos
capazes de hidrolisar compostos inorganicos de P como o fosfato de célcio,
principalmente a partir da producdo de acidos organicos. Estas bactérias
desempenham uma funcdo primordial no ciclo do P aumentando a disponibilidade
desse nutriente no solo.

Véarias BSF foram isoladas do solo e do interior de tecidos vegetais
(endofiticas). Entre elas, destacam-se os géneros Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium,
Agrobacterium, Burkholderia e as actinobactérias. Além disso, estas bactérias podem
apresentar outros efeitos benéficos para as plantas como a producao de fitormonios,
exopolissacarideos, antibiéticos e solubilizacdo de zinco.

No Brasil, a EMBRAPA, em parceria com a empresa BIOMA, lancaram
recentemente o primeiro produto biolégico para milho que permite aumentar a
disponibilidade de fosforo. O inoculante consiste em um consorcio de duas linhagens
selecionadas de Bacillus subtilis e Bacillus megaterium.

No entanto, o uso de biofertilizantes continua sendo um desafio pela variedade
de solos, climas, culturas e microbiota nativa que pode afetar a eficiéncia do
bioinsumo.

A regido Nordeste do Brasil, abrange uma area de 1,55 milhdes de km? com
diferentes ambientes e solos sendo uma grande fonte de biodiversidade. A maior parte
do territério tem clima semiarido caracterizado por altas temperaturas, curtos periodos

de chuvas e prolongados periodos de seca. Os fatores climaticos e antropogénicos
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da regiao tém provocado a degradacgé&o dos solos como acontece com os Planossolos
e Luvissolos, havendo perda da produtividade biologica e eficiéncia econbémica.
Portanto, a busca de praticas sustentaveis como o uso de micro-organismos benéficos
séo cada vez mais valorizadas no mundo. Além disso, no Nordeste Brasileiro, ainda
sd0 necessarios mais estudos de prospeccdo de BSF com alto potencial
biotecnologico.

Sendo assim, o presente trabalho surgiu a partir da necessidade de conhecer
a abundancia de BSF ao longo dos horizontes pedogenéticos de Planossolos e
Luvissolos, os quais demostraram em pesquisas paralelas uma alta disponibilidade
de fésforo. Dessa forma, as bactérias com maior potencial de solubilizacéo de fosfato
foram selecionadas in vitro e avaliados os efeitos da inoculagcdo em milho da variedade

Sao José recomendada para cultivo no Nordeste.

1.1 Hipoteses

a. Existe uma grande diversidade de BSF nos horizontes superficiais e
subsuperficiais de 4 perfis de Planossolos e 4 perfis de Luvissolos do Nordeste
brasileiro.

b. As bactérias isoladas de Planossolos e Luvissolos apresentam capacidade de
solubilizagdo de fosfato de calcio e outros mecanismos promotores do
crescimento vegetal como a producdo de fitorménios, exopolissacarideos e
solubilizac&o de zinco.

c. Ainoculacédo de BSF em milho aumenta a disponibilidade de fésforo no solo, e

0 crescimento vegetal.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Selecionar BSF de solos do Nordeste brasileiro para o desenvolvimento de um

biofertilizante.
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1.2.2 Objetivos especificos

a. lIsolar e caracterizar morfologicamente as BSF ao longo dos horizontes
pedogenéticos de Planossolos e Luvissolos;

b. Determinar a capacidade das bactérias em solubilizar o fosfato de calcio como
Unica fonte de fosforo in vitro;

c. Quantificar e determinar a eficiéncia das BSF em meio liquido com fosfato de
calcio;

d. Determinar a producdo de acido indol acético (AlA), exopolissacarideos
(EPS), solubilizacdo de Zn e antagonismo com Fusarium sp. provenientes das
BSF;

e. Avaliar o efeito da aplicacacdo das BSF na disponibilidade de fésforo no solo

e no crescimento de milho (Zea mays);
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Solos e ambiente agricola na regido Nordeste do Brasil

A regido Nordeste do Brasil abrange uma grande variedade de ambientes e
solos devido a diversidade de climas, tipos de material de origem, relevo e vegetacao
(MARQUES et al., 2014). As areas semiaridas ocupam cerca de 60 % do territorio
desta regido, distribuidas em oito estados do Nordeste (OLIVEIRA et al., 2008). O
semiéarido brasileiro (SAB) apresenta uma populagcédo estimada de 23,15 milhdes de
pessoas, equivalente ao 12% da populacdo nacional, sendo a regido seca mais
habitada do mundo (ROSSATO et al., 2017; ALVALA et al., 2019). Outras
caracteristicas do semiarido séo altas temperaturas, curtos periodos de chuvas (entre
250-800 mm. ano) e prolongados periodos de seca (ARAUJO et al., 2020). No SAB
predominam solos rasos a pouco profundos com afloramentos rochosos. Algumas
das ordens mais representativas da regido sdo os Luvissolos e Planossolos (ALVALA
et al.,, 2019; MACEDO et al., 2021). Os Luvissolos constituem 13,3 % da regiao
semiarida e se conhecem popularmente pelos agricultores locais como os “vermelhos

~

do sertdo” (CUNHA et al., 2010). S&do solos minerais com argila de alta atividade e
eutroficos, com horizonte B textural subjacente a horizonte A ou E (OLIVEIRA et al.,
2008). Estes solos variam de moderadamente acidos a ligeramente alcalinos e sédo
ricos em nutrientes como Ca*?, Mg*? e K* (MARQUES et al., 2014). Devido a grande
diferenca textural entre o horizonte A e o horizonte Bt sdo altamente suscetiveis aos
procesos erosivos (CUNHA et al., 2010).

Os Planossolos ocupam o 10,5 % do territorio semiarido, ocorrem tipicamente
em areas de cotas baixas, planas a suave onduladas (CUNHA et al., 2010). Sdo solos
imperfeitamente a mal drenados com acumulo significativo de argila em subsuperficie
(horizonte B planico) e transicdo abrupta entre os horizontes A ou E, e o B planico
subjacente. O horizonte B possui estrutura colunar, prismatica, em blocos, macica ou
combinagdes dessas formas (MARQUES et al., 2014). Generalmente, apresentam
alta CTC, elevada saturagéo por bases e sor¢cdao de Na® (EMBRAPA, 2006). A
presenca de horizonte B textural de baixa permeabilidade e a mudanca textural
abrupta s&o os principais condicionantes de sua elevada erodibilidade (CUNHA et al.,
2010).

O bioma mais representativo do SAB é a Caatinga, ocupando um territério de
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aproximadamente 750.000 km? no Nordeste Brasileiro. A Caatinga é composta por
uma vegetacao xerdfila de diversas espécies de Cactaceae e Bromeliaceae e arvores
e arbustos baixos de aspecto seco dotados de espinhos, folhas pequenas e caducas
no periodo seco (VASCONCELLOS et al., 2010; GIONGO et al., 2011; DE OLIVEIRA
et al., 2012). Atualmente, a Caatinga € um dos ecossistemas mais ameacados com
apenas um 1 % da &rea conservada (DE OLIVEIRA et al., 2012). A producgé&o agricola
da regido € predominantemente familiar, consistindo em agricultura de sequeiro com
baixos indices de produtividade e pecuaria extensiva (ROSSATO et al., 2017; ALVALA
et al., 2019).

Desde a década de 1970 o SAB tem sido explorado para diversos fins como
agricultura e pecuaria, sendo sujeito a fortes acdes antropicas, provocando alteracées
nos atributos fisicos, quimicos e biologicos do solo e, consequentemente, afetando a
saude do solo (FREIRE et al.,, 2021). Além disso, os fatores climaticos e
antropogénicos tém provocado o avango da desertificagdo nos solos do Nordeste
Brasileiro, particularmente no semiarido, resultando na perda da capacidade produtiva
(NUNES et al., 2012; MACEDO et al., 2021; FREIRE et al., 2021; KEESSTRA et al.,
2018; MACEDO et al., 2021).

No SAB, existem varias pesquisas focadas na busca de micro-organismos
promotores do crescimento de plantas isolados da rizosfera ou endofiticos para o
desenvolvimento de ferramentas biotecnoldgicas sustentaveis (MARTINS et al., 2003;
DA SILVA et al., 2018; ANTUNES et al., 2019; SANTANA et al., 2020; NASCIMENTO
et al.,, 2021). No entanto, visto a variabilidade de solos da regido ainda sao
necessarios estudos de prospeccao de micro-organismos benéficos como bactérias
solubilizadoras de fosfato (BSF), com alto potencial biotecnoldgico para a formulacao
de biofertilizantes como alternativa agricola viavel que permita disponibilizar nutrientes

e melhorar a satude do solo .

2.2 Saude do solo

A saude do solo é definida como a capacidade do solo em funcionar como um
ecossistema vivo, sustentando as necessidades das plantas, animais e humanos
(HANEY et al., 2018; CHU et al., 2019; LEHMANN et al., 2020).

Mediante o uso de indicadores biolégicos, fisicos e quimicos é possivel

determinar a saude do solo (TRIVEDI et al., 2016). Alguns exemplos de indicadores
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sdo a composi¢cao microbiana do solo, conteddo da matéria organica, respiracao
microbiana, atividades enziméticas, textura, densidade, porosidade, capacidade de
retencdo de agua, contetdo de nutrientes, capacidade de troca de cations, pH, metais
pesados, entre outros (CARDOSO et al., 2013; THOMAS et al., 2019; YAN et al, 2020;
VAN ES; KARLEN, 2019).

A atividade microbiana do solo é um componente fundamental da saude do
solo (OZLU et al., 2019). Os micro-organismos respondem rapidamente as mudancas
do ecossistema sendo excelentes indicadores. Um solo saudavel mantém uma alta
diversidade de organismos edaficos que ajudam a controlar fitopatégenos, formar
associagdes simbidticas com plantas e decompor a matéria organica. Adicionalmente,
0S micro-organismos do solo melhoram a estrutura e a capacidade de retencédo da
agua e nutrientes do solo, aumentando a produtividade e sustentabilidade dos
sistemas agricolas (FAO, 2008; MANN et al., 2019; FROST et al., 2019; SAHU et al.,
2019).

Os principais fatores que afetam a saude do solo sdo a remocéo da vegetacao,
mudancas climaticas e atividades agricolas inadequadas. Estima-se que um 33 % dos
solos do mundo estdo degradados, devido a praticas de uso e manejo do solo nao
sustentaveis (FAO; ITPS, 2015). No entanto, varias pesquisas tém demonstrado que
praticas conservacionistas do solo, como manter a cobertura vegetal, plantio direto,
rotacdo de culturas, uso de biofertilizantes, entre outras, melhoram o estoque de
carbono, a disponibilidade de nutrientes e a capacidade do solo de suprimir doencas
de plantas devido ao incremento da diversidade e atividades dos micro-organismos
benéficos (LAL, 2009; WALL et al., 2015; THAPA et al., 2018; DE MEDEIROS et al.,
2019; JIAN et al., 2020).

2.3 Importéncia do fosforo e sua dindmica no solo

O fosforo (P) € um elemento essencial para o crescimento de todos os seres
vivos. Depois do nitrogénio (N), o P € o segundo nutriente mais necessario para o
crescimento das plantas (HAMEEDA et al., 2008). Desempenha um papel
fundamental no ecossistema participando de diversos processos como fotossintese,
respiracdo, metabolismo energético (ciclo ATP-ADP), fixacdo do nitrogénio e forma
parte de diversas moléculas como nucleotideos, fosfatos de inositol e fosfolipideos
(CHEN; LIU, 2019).
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A maioria dos solos do mundo apresentam uma baixa disponibilidade de P,
limitando o desenvolvimento das culturas. Estudos afirmam que devido ao aumento
da populacdo mundial, a demanda de P ser& incrementada ainda mais na agricultura
(ABDI et al., 2014; FERNANDEZ et al., 2015; ADNAN et al., 2017; KRUGER; ADAM,
2017; MAHARAJAN et al., 2018).

O solo contém entre 400 a 1000 mg. kg ~* de P total, dos quais apenas um 1-
2,5 % estéa disponivel para ser absorvido pelas plantas. Na solucdo do solo, as plantas
absorvem e assimilam o P na forma de ions de ortofosfatos, os quais apresentam uma
baixa disponibilidade e mobilidade na maioria dos solos (ADNAN et al., 2017,
HERRERA-ESTRELLA; LOPEZ ARREDONDO, 2016). Na fase solida, o fésforo
encontra-se nas formas organica e inorganica (mineral). A maior parte do P organico
(20 a 80 %) encontra-se imobilizado em restos de plantas, compostos e tecidos
microbianos, sendo o &cido fitico (hexafosfato de inositol) o maior componente
organico (Pll et al., 2015). As formas inorgéanicas de fésforo (Pi) consistem em apatita
complexada com ferro (Fe), aluminio (Al) ou calcio (Ca). Além disso, o Pi no solo pode
ficar indisponivel por meio da fixacdo aos minerais de argila ou Oxidos de ferro e
aluminio, ou devido as reacdes de precipitacdo com cations, como Ca e Mg em solos
com pH neutro ou alcalino ou Fe e Al em solos com pH acido (SHARMA et al., 2013;
ADNAN et al., 2017; CHEN; LIU, 2019) (Figura 1).
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Figura 1. Dindmica do fosforo (P) no solo. O P na fase sélida do solo encontra-se na
forma organica imobilizado em restos de plantas, animais e tecidos microbianos ou na
forma inorganica formando parte dos minerais primarios como apatita ou fixado aos
minerais de argila ou 6xidos e hidréxidos de Fe e Al. Na solugéo do solo, as plantas
absorvem e assimilam o P na forma de ions de ortofosfatos, os quais apresentam uma
baixa disponibilidade e mobilidade na maioria dos solos tropicais. Adaptado de Finck
et al. (2016).

A maior parte dos solos brasileiros sdo intemperizados e apresentam 6xidos de
ferro e aluminio e argilas do grupo da caulinita como principais constituintes da fracao
argila, minerais caracterizados pela presenca de cargas de superficie variaveis. Nas
condicdes de reacdo acida a moderadamente &cida existe uma predominancia de
cargas positivas na fracdo argila, sendo capazes de reter em sua superficie anions,
com predominio de fosfatos (VALLADARES et al., 2003; REIS et al., 2011). Por esse
motivo, nos sistemas agricolas, o P é fornecido na forma inorganica (mineral) como
fertilizante, o qual representa um grande custo para os agricultores. Com isso, a
producao de fertilizantes minerais fosfatados depende da disponibilidade de recursos
minerais ndo renovaveis (rocha fosfatica) (SHARMA et al., 2013; NESME et al., 2018).

Para reduzir as deficiéncias de P e garantir a produtividade das culturas, quase
30 milhdées de toneladas de fertilizante fosfatado sdo aplicadas todos os anos no
mundo, e, cerca de 80 % do fosfato aplicado fica retido no solo pelo fenébmeno da
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fixacdo de P, ficando indisponivel para a absorcao vegetal (LOPEZ-BUCIO et al.,
2000). No entanto, as politicas ambientais atuais recomendam fortemente a
minimizacéo do uso de fertilizantes para promover o desenvolvimento sustentavel da
agricultura (FERNANDEZ et al., 2015).

2.4 Fertilizantes fosfatados

A rocha fosfatica € a matéria prima para a producéao de fertilizantes fosfatados
e outros produtos quimicos. Ela pode ser encontrada em depdsitos de origens
sedimentares, igneos ou metamorficos (ARCAND; SCHNEIDER, 2006; SABIHA-
JAVIED et al., 2009). As maiores reservas fosfaticas do mundo ficam em Marrocos,
Estados Unidos da América, Jordania, Africa do Sul e China (BAVEYE, 2015). Os
minerais de fosfato estdo presentes na forma quimica de fosfatos de calcio Casz(POa4)z,
gue sao depdsitos marinhos muito antigos, associados aos fosseis. Esta forma
representa 85 % da producdo mundial. O segundo tipo de mineral fosfatado é a
apatita, incluindo as formas fluorapatita e hidroxiapatita (ARCAND; SCHNEIDER,
2006; EL-BAHI et al., 2017).

Estima-se que 60 % do fertilizante inorganico fosfatado usado na agricultura
brasileira é importado, devido aos altos custos de processamento, as quantidades
limitadas de P e a baixa solubilidade nas reservas nacionais (BENITES, 2015;
WITHERS et al., 2018). Entretanto, uma recente prospecc¢do geoldgica identificou
varias reservas de rocha fosfatica no Brasil, incluindo as de origem sedimentar com
maior solubilidade de P (WITHERS et al., 2018).

As rochas fosfaticas extraidas em procedimentos de mineracdo sao atacadas
com acido sulfarico gerando o concentrado de rocha fosfatica. O produto obtido &

enriquecido em teor de superfosfato simples (P,O.) que contém menos impurezas em

comparacao a rocha bruta (PANTANO et al., 2016).

Os fertilizantes fosfatados comercialmente disponiveis como fosfato de
monoamonio (MAP), fosfato de diamonio (DAP) ou superfosfato triplo (TSP) sdo sais
de fosfato soluveis em agua que ficam disponiveis para serem absorvido pelas
culturas. No entanto, os fosfatos sollveis, muitas vezes, acabam em corpos de aguas
por escoamento ou infiltragdo causando eutrofizacdo juntamente com nitrogénio ou
podem ficar adsorvidos no solo tornando-se indisponiveis para as culturas (LOPEZ-
BUCIO et al., 2000; LIU; LAL, 2014).
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No Brasil, a maior parte do fertilizante mineral fosfatado é aplicado nas culturas
de milho (Zea mays), soja (Glycine max) e cana de-acucar (Saccharum sp.). A taxa
meédia anual de fertilizantes fosfatados em todas as culturas é aproximadamente 25
kg.ha' mas ha uma grande variagéo regional (WITHERS et al., 2018).

Existe uma preocupacéo global por diversos profissionais do setor agricola em
relacdo aos custos envolvidos na mineracdo da rocha fosfatica e diminuicdo das
reservas fosfaticas. Além disso, o uso desmedido de fertilizantes pode causar
alteracdes na fertilidade do solo. (SHARMA et al., 2013; LIU; LAL, 2014, BAVEYE,
2015; HERRERA-ESTRELLA; LOPEZ-ARREDONDO, 2016). Assim, a busca de
alternativas sustentaveis como o uso de micro-organismos benéficos em inoculantes
para a producédo de alimentos passa a ser um grande desafio (BAKHSHANDEH et al.,
2015).

2.5 Micro-organismos solubilizadores de fosfato (MSF)

Os micro-organismos edaficos sao fundamentais para a ciclagem de nutrientes.
Eles estdo envolvidos em uma variedade de processos, como a transformacéao de P
no solo, desempenhando um papel primordial na disponibilidade de elementos
essenciais para as plantas, mediante a mineralizagdo e solubilizacédo (CHEN et al.,
2006).

Entender a contribuicdo dos micro-organismos na nutricdo de P, assim como,
a manipulacdo de micro-organismos especificos para melhorar a disponibilidade do
nutriente no solo, tem sido de importancia consideravel por muitas décadas
(RICHARSON; SIMPSON, 2011, DALATTRE et al., 2019).

No solo, os compostos insolluveis de P podem ser solubilizados pela producéo
de enzimas, acidos organicos ou quelantes produzidos por plantas e micro-
organismos (DRIGO; DONN, 2017).

Os micro-organismos solubilizadores de fosfato (MSF) sao benéficos para as
plantas e podem ser isolados de solos rizosféricos e nao rizosféricos, filosfera e
depdsitos de rocha fosfatica. Sdo capazes de hidrolisar compostos orgéanicos e
inorganicos de P, a partir da sintese de compostos como acidos organicos e enzimas
(ANZUAY et al., 2017; KALAYU, 2019). Entre esses MSF se destacam bactérias dos
géneros Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium, Agrobacterium, Burkholderia,
Acromobacter, Micrococcus, Aerobacter, Flavobacterium, Erwinia, Pantoea,
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Acinetobacter, Enterococcus e Enterobacter; actinobacterias; fungos dos géneros
Penicillium e Aspergillus e cianobacterias (ANZUAY, et al., 2013; KALAYU, 2019).

No solo, as bactérias solubilizadoras de fosfato (BSF) representam 1-50 % da
populacdo microbiana total e os fungos solubilizadores de foésforo entre 0,1-0,5 %
(ZAIDI et al., 2009). Os MSF, além de solubilizar fosfato, apresentam outras
caracteristicas benéficas, como a producéao de fitormdnios ou antibioticos. Hamim et
al. (2019) isolaram de raizes de Calluna vulgaris L. o fungo micorrizico ericoide Ericoid
mycorrhizal sp. com capacidade de solubilizacdo de fosfato (61,2 mg.L!) e producéo
de AIA (40 ug.LY) (HAMIM et al., 2019).

Portanto, os MSF representam uma valiosa ferramenta biotecnolégica que
pode ser usada na producdo de biofertilizantes e contribuir para uma agricultura
sustentavel (LUGTENBERG; KAMILOVA, 2009; TALLAPRAGADA; GUDIMI, 2011).

2.5.1 Bactérias solubilizadoras de fosfato (BSF)

Existem iniUmeros estudos de prospeccao de BSF em diversos ambientes,
evidenciando sua importancia para o desenvolvimento de biofertilizantes. Dixit e
colaboradores (2017) isolaram bactérias dos géneros Bacillus e Pseudomonas de
uma area de mineracdo de manganés, com capacidade de solubilizar fosfato,
podendo ser utilizadas na formulacéo de biofertilizantes para a recuperacao de areas
degradadas. Bakhshandeh et al. (2017) demostraram a capacidade dos isolados
Pantoea ananatis, Rahnella aquatilis e Enterobacter sp. em solubilizar fosfato e
potassio e promover o crescimento da cultura de arroz (Oryza sativa).

Na regido semiarida brasileira, véarios trabalhos evidenciaram um alto potencial
de solubilizacdo de fosfato de célcio de BSF principalmente de Bacillus sp. isoladas
da rizosfera de cactaceas (KAVAMURA et al., 2013 ) e endofiticas de cactos (LIMA et
al., 2015) e milho (NASCIMENTO et al., 2021).

Outro grupo de BSF que vém despertando interesse nos ultimos tempos séo
as actinobactérias, cujo filo pertence ao Dominio Bactéria e representam um grupo
diverso de bactérias Gram positivas com alto conteddo em GC (ALVAREZ et al., 2017,
LASUDEE et al., 2018;). O género Streptomyces € o representante do grupo com
maior numero de espécies. As actinobactérias sdo de natureza ubiqua, ou seja,
crescem em ambiente marinho ou edéfico, onde séo os principais decompositores da

matéria organica (NAFIS et al., 2019). Apresentam um crescimento micelar, tem a
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capacidade de sobreviver em condi¢cdes ambientais extremas, sendo tolerantes a
altas temperaturas, salinidade, seca, pH acido ou alcalino e podem formar esporos
(SOUMARE et al., 2021). Outras caracteristicas das actinobactérias é a producéo de
fitormdnios como auxinas, giberelinas, citocininas; antibioticos; sideréforos; fixacao do
N, e solubilizacdo de fésforo e potassio. Estes atributos podem ser usados no
desenvolvimento de novas tecnologias, seja na industria farmacéutica ou na
agricultura, como a formulacdo de inoculantes (HAMDALI et al.,, 2008; SCHREY;
TARKKA, 2008; SCHNEEMAN et al., 2010; SHARMA et al., 2014; POOMTHONGDEE
et al., 2015; NANDIMATH et al., 2017; YADAV et al., 2018).

Vérios trabalhos sao citados na literatura sobre a capacidade solubilizadora de
fosfato das actinobactérias. Nafis e colaboradores (2019) isolaram de solos de
ambientes extremos em Marrocos duas estirpes de Streptomyces sp. (TNC-1 e MNC-
1) com alta atividade solubilizadora de fosfato de 12,39 e 8,56 mg.mL7,
respectivamente. Radha et al. (2017) identificaram actinobactérias de solos de regides
aridas e semiaridas da india com alta capacidade de solubilizar fosfato e inibir o
crescimento de fungos fitopatdégenos.

Em outro estudo foram isolados actinobactérias de solo rizosférico de Calluna
vulgaris L. demostrando uma alta solubilizacdo de fosfato e producéo de acido indol-
acético (AlA). O isolado de actinobactéria AH6 identificado filogeneticamente como
Streptomyces sp. foi 0 mais eficiente produzindo 145,5 mg.L-! de fésforo solavel e 141
ug.L-1 de AlA.

2. 6 Mecanismos de solubilizac&o de fésforo no solo

A capacidade dos micro-organismos de solubilizar fosfato é considerada uma
das propriedades mais importantes associadas a nutricdo fosfatada das plantas
(CHEN et al.,, 2006; RICHARDSON; SIMPSON, 2011). Os MSF podem ser
classificados em duas classes: 1) micro-organismos solubilizadores de fosforo
inorganico (Pi) que secretam acidos organicos de baixo peso molecular, em que 0s
grupos hidroxila e carboxila quelam os cétions ligados ao fosfato transformando-o a
formas sollveis e 2) micro-organismos mineralizadores de fésforo organico (Po), que
secretam enzimas como fosfatases, catalisando a hidrdlise de ésteres fosforicos
(CHEN; LIU, 2019) (Figura 2).
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Os MSF secretam acidos organicos, convertendo o P indisponivel a formas
disponiveis para as plantas como o fosfato monovalente (H2POa4) que predomina em
pH mais acido ou divalente (HPO4%) e trivalente (HPO4*) que predominam em pH
mais neutro ou alcalino (SHARMA et al., 2013). Os acidos produzidos quelam os
cations (Al, Fe, Ca e Mg) ligados a formas insoluveis de fosfato, e logo séo
transformadas a formas soltveis de P acompanhado de uma diminuicdo do pH do
meio (WEI et al., 2016).

A producéo de acidos organicos é determinada por um conjunto de genes como
0s pqgA, B, C, D, E e F para o acido glucénico (KIM et al., 2003), e suas quantidades
diferem segundo o tipo de micro-organismo e pelas condicbes ambientais. Por
exemplo, uma relacdo C/P alta, aumentara a producdo de acidos organicos, assim
como, relacbes C/N e N/P podem afetar o crescimento dos micro-organismos (LI et
al., 2016).
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P ndo disponivel: Solubilizagao/mineralizagao > P disponivel na
.~ solugdo do solo:
P inorganico (absorvido, Micro-organismos do solo
mineral) (bactérias, actinobacterias, H,PO4", HPO,?
fungos)

P organico (matéria y. S ————.
organica) A Inmobilizacao
‘

Figura 2. Representacdo esquematica da importancia dos micro-organismos para a
disponibilidade de fésforo (P) no solo. Os micro-organismos desempenham um papel
critico na transformacdo do P no solo por meio de reacbes de solubilizacdo e
mineralizacdo transformando o P nao disponivel a formas de P disponivel (H2POx,
HPO4?), e pela imobilizacdo de P. Fonte: modificado de Richardson e Simpson (2011)

A diminuicdo do pH do meio sugere a liberacéo de acidos organicos pelos MSF,
produto do metabolismo microbiano existindo, uma correlagdo positiva entre a
diminuic&o do pH e o P solivel do meio (PANDE et al., 2017).

Os acidos glucbnico e 2-cetoglucbnico sdo os mais produzidos pelos micro-
organismos. No entanto, existem outros acidos organicos implicados na solubilizacéo
do fosfato como o acido acético, citrico, latico, propidnico, glicélico, oxalico, malénico,
succinico, acido fumarico e tartarico (RICHARSON; SIMPSON, 2011; PANHWAR et
al., 2013; WEI et al., 2016; AWAIS et al., 2017).

O acido gluconico é produzido principalmente por bactérias mediante a enzima
glicose deshidrogenase (GDH) na via de oxidacéo direta da glicose, sendo codificada
pelo gene gcd (LIANG et al, 2020). Essa enzima requer um co-fator de
pirrologuinolina quinona (PQQ), cuja biossintese envolve um operon composto por 5-
11 genes. A clonagem do gene pgq envolvido na biossintese de PQQ demonstrou a
importancia da producéo de acido glucénico e 2-cetoglucénico na solubilizacdo do
fosfato (SULEMAN et al., 2018; ZHENG et al., 2019).
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Além de técnicas moleculares, que permitem detectar a expressdo de genes
que codificam para enzimas envolvidas na sintese de 4cidos orgéanicos, a técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC - high performance liquid
chromatography) permite avaliar a producéo de &cidos (SHARMA et al., 2013). Abreu
e colaboradores (2017), detectaram por HPLC os acidos orgéanicos gluconico, lactico,
butirico, 2-cetoglucénico, propiénico, oxalico, citrico, succinico, acético e 5-
cetoglucénico produzidos por bactérias endofiticas solubilizadoras de fosfato isoladas
de milho.

Outros mecanismos considerados na solubilizacdo de P sao a producgéo de
substancias quelantes, como sideréforos, bem como a producéo de &cido sulfidrico,
nitrico e carbénico (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999).

Quanto a solubilizacdo organica de P, chamada também de mineralizacéo
organica, envolve a liberagcdo de P a partir de compostos organicos no solo por
diversas enzimas. Plantas e micro-organismos do solo desenvolveram diversos
mecanismos para obter fosfato de fontes organicas existentes no solo. A expressao
das enzimas fosfatases e fitases permitem liberar Pi dos Po (SHULSE et al., 2019).

As fosfatases acidas nao especificas (FANEs) desfosforilam as ligacbes
fosfodiéster ou fosfoanidrido da matéria organica. Exemplos de enzimas FANEs
liberadas por MSF sédo as fosfomonoestereases ou fosfatases acidas e alcalinas. As
fosfatases acidas predominam em solos acidos e as alcalinas sdo mais abundantes
em solos alcalinos. As raizes das plantas podem liberar fosfatases acidas, mas
raramente produzem fosfatases alcalinas, sugerindo que as mesmas sao produzidas
principalmente por MSF (SHARMA et al., 2013). Vérios genes de fosfatases acidas
foram isolados e caracterizados em bactérias Gram negativas (RODRIGUEZ; FRAGA,
2006). O gene acpA foi isolado de Francisella tularensis o qual codifica a expressao
de uma fosfatase acida com acao ideal a pH 6 (REILLY et al., 1996). Outros genes
isolados foram PhoC e NapA de Morganella morganii que codificam para fosfatases
acidas (THALLER et al., 1994; THALLER et al., 1995).

Outras enzimas capazes de disponibilizar P séo as fitases. As fitases degradam
a matéria organica na forma de fitatos, liberando P na forma disponivel para as
plantas. Os fitatos séo a principal fonte de inositol, maior reserva de P de sementes e

poélen e o maior componente de P orgéanico no solo (ALORI et al., 2017).
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2.7 Uso de biofertilizantes para uma agricultura sustentéavel

Solos e fertilizantes minerais sao fundamentais para a producéo de alimentos
no mundo. O alto custo da producédo de fertilizantes fosfatados e as dificuldades de
atender sua demanda, assim como, os problemas gerados pelo uso improéprio, levou
ao desenvolvimento de inoculantes, ou também denominados biofertilizantes, como
uma solucéo para substituir total ou parcialmente os fertilizantes quimicos (ALORI et
al., 2017; SOUMARE et al., 2020).

O papel dos processos biolégicos no funcionamento do solo e na producéo
agricola tem sido cada vez mais reconhecido (CREUS, 2017). A principal estratégia
adotada que visa combater a perda da salde do solo é promover uma agricultura
sustentavel, sendo necesséarias abordagens favoraveis ao meio ambiente que
reduzam ou eliminem o uso de insumos quimicos agricolas. Nesse contexto, a
aplicacdo de biofertilizantes compostos por micro-organismos benéficos para as
plantas constitui uma estratégia biotecnoldégica com objetivo de uma agricultura
sustentavel (CREUS, 2017; YADAV et al., 2020). O uso de micro-organimos edaficos
€ uma alternativa ambientalmente amigavel onde 0s micro-organismos estao
envolvidos na ciclagem de nutrientes, regulacao da fertilidade do solo, mobilizacao ou
inmobilizacdo de metais pesados e melhora das culturas (JACOBY et al., 2017).

Os micro-organismos mais usados como inoculantes sdo as bactérias
diazotréficas (fixadoras de N atmosférico). Dentre elas, estdo os rizébios, capazes de
colonizar a rizosfera e formar n6dulos nas raizes de plantas hospedeiras pertencentes
a familia Fabaceae (leguminosas). A simbiose rizébio-leguminosa é fundamental para
gue ocorra o processo de fixacado biolégica do nitrogénio (FBN) suprindo a demanda
de N da maioria das leguminosas. Atualmente, a soja (Glycine max (L.) Merr.) é a
cultura gue consome mais inoculantes do mundo. O inoculante para soja € composto
por bactérias pertencentes ao género Bradyrhizobium. O Brasil € provavelmente o
lider global no uso de inoculantes para a cultura da soja (HUNGRIA; MENDES 2015;
SANTOS et al., 2019). Outra bactéria diazotrofica usada em inoculantes é Azospirillum
brasilense. Esta bactéria de vida livre promotora do crescimento vegetal pode fixar N
e produzir fitormdnios em associacdo com varias espécies de nao leguminosas como
milho (Zea mays) e trigo (Triticum aestivum) (HUNGRIA et al., 2010). Além disso,

também ha relatos de aumentos de rendimento de graos por co-inoculagédo com A.
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brasilense e rizobios em soja (Glycine max) e feijao (Phaseolus vulgaris) (HUNGRIA
et al., 2013, 2015; FUKAMI et al., 2016).

Em relacdo aos inoculantes fosfatados, existem varios trabalhos que
demostram a eficiéncia de MSF como Agrobacterium, Bacillus, Enterobacter,
Pseudomonas, Aspergillus, Trichoderma e Glomus quando sao aplicados proximo as
raizes das plantas, sozinho ou em conjunto com fertilizantes quimicos aumentando a
capacidade de disponibilizar P, promover o crescimento das plantas e proteger as
culturas de patégenos (CHANG; YANG, 2009). Atualmente, a india é o principal
produtor de biofertilizantes fosfatados no mundo, e as estirpes mais utilizadas
pertencem ao género Bacillus, e sua aplicacdo é recomendada para varias culturas
como soja, milho e cana-de-acucar (SOUMARE et al., 2020).

Yadav e colaboradores (2020) inocularam em plantas de trigo a bactéria
Bacillus subtilis com e sem fungos micorrizicos arbusculares (FMA). O tratamento em
combinacdo com FMA apresentou os melhores resultados com relagdo ao teor de
macronutrientes (nitrogénio e fésforo), micronutrientes (ferro e zinco) e rendimento de
graos de trigo.

Sane e Metha (2015) evidenciaram que a aplicacdo de rocha fosfatica com
fungos solubilizadores de fosfato dos géneros Aspergillus e Penicillium incrementou a
disponibilidade de P solavel mediante a liberacdo de acidos organicos como citrico,
glucbnico, glicélico, oxalico, malico e succinico.

Nandimath e colaboradores (2017) desenvolveram um inéculo composto por
um consorcio de actinobactérias solubilizadoras de fosfato termotolerantes,
contribuindo para a formulacdo de um biofertilizante com micro-organismos capazes
de sobreviver e solubilizar fosfato em altas temperaturas.

No Brasil, existem estudos de aplicacdo de biofertilizante fosfatado usando
fosfato natural e enxofre inoculado com Acidithiobacillus sp. em um experimento em
vasos com solo da Zona da Mata de Pernambuco (Argissolo Amarelo), com baixo
nivel de P disponivel, cultivado com jacatupé (Pachyrhizus). Os resultados
demostraram um alto nivel de fésforo disponivel e aumento do fésforo total na parte
aérea (STAMFORD et al., 2003).

Recentemente, a empresa Bioma em parceria com a Embrapa Milho e Sorgo,
langou o primeiro produto biologico brasileiro para milho para aumentar aquisicéo de
foésforo em milho e soja, que consiste em um consorcio de duas linhagens de Bacillus
selecionadas pela Embrapa, B. megaterium (CNPMSB119) e B. subtilis (CNPMS
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B2084), ambos eficientes na solubilizagcéo de fosfato (VELLOSO et al., 2020; SOUSA
et al., 2020).

Apesar dos avancos no desenvolvimento de biofertilizantes, existem fatores
gue diminuem a eficacia dos mesmos em algumas areas. O estresse bidtico e abiotico
pode afetar a sobrevivéncia dos micro-organismos, tornando-o ineficaz em diversos
casos como solos pobres em nutrientes ou desertificados, a salinidade, o estresse
hidrico, aumento de temperatura, presenca de pragas, entre outros. Portanto, a
formulacédo de biofertilizantes implica em grandes desafios ja que precisa de atender
padrdes de qualidade e gerar efeitos evidentes para a agricultura (THILAKARATHNA,;
RAIZADA 2018; SAMAGO et al., 2018).
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3. BIOPROSPECAO DE BACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE FOSFATO
ISOLADAS DE SOLOS DO NORDESTE BRASILEIRO COM POTENCIAL USO NA
AGRICULTURA

RESUMO

O fosforo (P) é um nutriente fundamental para o desenvolvimento das culturas.
A maioria dos solos tropicais apresentam uma baixa disponibilidade de P, devendo
ser aplicado fertilizante mineral. A regido Nordeste do Brasil, particularmente o
semiarido, abrange uma enorme diversidade de solos como os Planossolos e
Luvissolos, podendo existir uma grande variacdo nas concentracdes e formas de P.
As bactérias solubilizadoras de fosfato (BSF) transformam o fésforo a formas
disponiveis para as plantas mediante a producdo de acidos organicos e enzimas.
Além, podem apresentar outros mecanismos de promoc¢ao do crescimento vegetal.
Portanto, o uso de BSF € uma alternativa de baixo custo e benéfica com o meio
ambiente. Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi isolar BSF de Planossolos e
Luvissolos do Nordeste Brasileiro e avaliar sua capacidade de solubilizagéo de fosfato
de calcio e outros mecanismos de promoc¢ao do crescimento vegetal, selecionando
as bactérias mais promissoras para o desenvolvimento de um biofertilizante. As BSF
foram isoladas a partir de horizontes superficias e subsuperficiais de 4 perfis de
Planossolos e 4 perfis de Luvissolos. Para a sele¢cdo de BSF foi adotado o critério de
isolamento de bactérias crescidas no meio soélido NBRIP e logo avaliada a capacidade
de solubilizacdo em meio liquido NBRIP ao 5°, 7° e 9° dia. A contagem das unidades
formadoras de col6nia por grama de solo (UFC.g?) foi determinada, assim como a
caracterizacdo morfofisiolégica das bactérias. Para cada isolado foi medido o diametro
da colbénia e da zona do halo e calculado o indice de solubilizagdo (IS). Foram
avaliados os mecanismos de solubilizacdo de zinco, producédo de &cido indol- acético
(AIA) e exopolissacarideos (EPS) dos isolados que apresentaram uma solubilizagéo
de fosfato em meio liquido = 160 mg.L, sem reducédo da capacidade solubilizadora
ao longo do tempo e com caracteristicas morfofisiolégicas distintas. Um total 170
cepas bacterianas foram caracterizadas, das quais 96 séo de origem dos Planossolos
e 74 dos Luvissolos. Os isolados que apresentaram as mesmas caracteristicas
morfofisioldgicas foram unidos em grupos com 70% de similaridade e determinados
os indices de diversidade. Os resultados de UFC.g' de bactérias totais variaram
significativamente entre os horizontes (p < 0,05) para os 8 perfis. O dendrograma de
similaridade revelou a formacgéo de 37 grupos bacterianos distintos para os perfis de
Planossolos e 26 grupos para os Luvissolos com ampla variabilidade morfofisiolégica.
Todos os isolados dos perfis estudados foram capazes de solubilizar fosfato em meio
liguido apresentando diferencas significativas (p < 0,05) entre os isolados e o controle.
Finalmente, de acordo com os resultados, as bactérias PL1A, PL1B, PL2L, PL3J,
PL6A, PL18E, LU1OE e LU13C foram as mais eficientes, sendo as recomendadas
para o desenvolvimento de um biofertilizante.

Palavras-chave: Planossolos. Luvissolos. Horizontes pedogenéticos. Micro-
organismos do solo. Solubilizacao de fosforo. Potencial biotecnolégico.
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BIOPROSPECTION OF PHOSPHATE SOLUBILIZING BACTERIA ISOLATED
FROM NORTHEASTERN BRAZILIAN SOILS WITH POTENTIAL USE IN
AGRICULTURE

ABSTRACT

Phosphorus (P) is an essencial nutriente for crop development. Most tropical
soil have low P availability and mineral fertilizer should be apply. In the Northeast
region of Brazil, particularly the semiarid, has an enormous diversity of soils such us
Planosols and Luvisols and there can exist an enormous variation in the concentrations
and forms of P in these soils. Phosphate solubilizing bacteria (PSB) transform
phosphorus into available forms to plants through the production of acids and
enzymes. Additionally, PSB may have other mechanisms to promote plant growth.
Therefore, the use of phosphate solubilizing bacteria (PSB) is a low-cost and
environmentally friendly alternative. In this context, the purpose of this work was to
isolate PSB from Luvisols and Planosols from Northeast Brazil and to evaluate its
capacity to solubilize calcium phosphate and other mechanisms to promote plant
growth, selecting the most promising bacterial strains for the development of a
biofertilizer. The PSB were isolated from soil samples of superficial and subsurface
horizons of 4 profiles of Planosols and 4 profiles of Luvisols. For the selection of PSB
was adopted the parameter of isolation of bacteria grown in solid medium NBRIP and
then evaluated the capacity of solubilization in liquid NBRIP medium on the 5th, 7th
and 9th day. The count of colony forming units per gram of soil (CFU.g') was
determined for each plate by recording the number of bacterial colonies with and
without halo (total bacteria) as well as the morphophysiological characterization of the
bacteria. For each isolate, both colony and halo zone diameter were measured and
the solubilization index (SI) was calculated. The mechanisms of zinc solubilization,
indole acetic acid (IAA) and exopolysaccharide (EPS) production of the isolates that
presented a phosphate solubilization in liquid medium = 160 mg.L-! without reduction
of the solubilizing capacity over time and with diferent morphophysiological
characteristics, according to the similarity dendrogram were evaluated. A total of 170
bacteria were characterized, of which 96 correspond to Planosols profiles and 74 to
Luvisols profiles. Isolates that showed the same morphophysiological characteristics
were grouped into groups with 70% similarity and evaluated diversity indices. Total
bacteria results varied significantly between horizons (p < 0.05) for the 8 profiles. The
similarity dendrogram revealed the formation of 37 bacterial groups for Planosols and
26 groups for Luvisols with high phenotypic diversity. All isolates of the studied profiles
were able to solubilize phosphate in liquid medium, showing significant differences (p
< 0.05) between the isolates and the uninoculated control. Finally, according to the
results, the bacteria PL1A, PL1B, PL2L, PL3J, PL6A, PL18E, LU10E and LU13C were
the most efficient, being recommended for the development of a biofertilizer.

Keywords: Planosols. Luvisols. Pedogenetic horizons. Soil microorganisms.
Phosphorus solubilizing. Biotechnological potencial.
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3.1 Introducéo

O fosforo (P) é o segundo nutriente mais necessario para o crescimento das
plantas, apds o nitrogénio (N) (OTEINO et al., 2015). Participa de diversos processos
como fotossinteses, divisdo celular e desenvolvimento de raizes (HAMIM et al., 2019).
Na maioria dos solos brasileiros € um elemento que limita a produtividade das
culturas, pela baixa mobilidade e disponibilidade (PAVINATO et al., 2021). A regiao
Nordeste do Brasil, particularmente o semiarido apresenta uma enorme diversidade
de solos (OLIVEIRA et al., 2009). Como consequéncia pode existir uma grande
variacdo nas concentracdes e formas de P nesses solos (ARAUJO et al., 2004;
SILVEIRA et al., 2006). No semiarido nordestino predominam solos pouco a
moderadamente desenvolvidos como os Planossolos e Luvissolos (OLIVEIRA et al.,
2009). De modo geral, os Planossolos, sdo solos pouco profundos com horizonte
superficial de cores claras e textura arenosa ou média, seguido de um horizonte B
planico, de textura média, argilosa ou muito argilosa, pouco permeavel, coloracao
acinzentada, consequente de drenagem imperfeita. Geralmente, apresentam alta
capacidade de troca de céations (CTC) e saturacéo por bases igual ou maior que 50%
(eutrdfico). Com relacdo aos Luvissolos sdo solos rasos a pouco profundos,
pedregosos, com horizonte A fraco, pouco espesso, de cor clara, e um horizonte B
textural de cores vivas com argila de alta atividade e eutréficos. (CUNHA et al., 2010;
SANTOS et al., 2017; EMBRAPA, 2018 ).

As fortes pressdes ambientais e antropogénicas da regido tem provocado o
avanco da desertificacdo dos solos, especialmente dos Luvissolos e Planossolos,
afetando sua produtividade (SA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2009; GAMA; JESUS,
2020).

Para garantir o rendimento dos cultivos, o P é fornecido na forma de fertilizante
mineral o qual & maioritariamente importado (KHAN et al., 2010; WITHERS et al.,
2018). Nas ultimas décadas, o uso de fertilizantes fosfatados foi aumentando visando
atender a demanda de alimentos pelo incremento da populagcdo mundial (NINO-
SABALA et al., 2019). No entanto, devido a reducédo das reservas de rocha fosfética,
elevados custos de producéao de fertilizantes e impactos gerados na saude do solo, o
cenario tende a mudar para uma agricultura mais sustentavel (GUPTA et al., 2012;
OTEINO et al., 2015; PANDE et al., 2017).
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O uso de bactérias solubilizadoras de fosfato (BSF) é uma alternativa favoravel
de baixo custo que beneficia o meio ambiente (CHEN et al.,, 2006; BHATT,
MAHESHWARI, 2020). As BSF sdo um grupo funcional das bactérias promotoras do
crescimento de plantas (BPCPs) (WANG et al., 2021). Varias pesquisas de BPCPs
estdo dirigidas ao estudo de bactérias solubilizadoras de fosfato (BSF) pela
capacidade de disponibilizar P para as plantas (VELLOSO et al., 2020; SOUMARE et
al., 2021). Entre os @géneros mais representativos encontram-se Bacillus,
Pseudomonas, Rhizobium, Agrobacterium, Burkholderia, @ Achromobacter,
Micrococcus, Aerobacter, Flavobacterium, Erwinia, Pantoea, Acinetobacter,
Enterococcus, Enterobacter e Streptomyces (ANZUAY, et al., 2013; KALAYU, 2019)

No solo, as BSF liberam acidos orgéanicos ou enzimas que transformam o
fésforo a formas disponiveis para as plantas (RFAKI et al., 2020; ADNAN et al, 2020).
O principal mecanismo de solubilizacdo de fosfatos das BSF € a producado de &cidos
organicos como glucénico, féormico, 2-cetoglucdnico, citrico, oxalico, lactico, glicdlico
e acético, resultando na diminui¢cdo do pH do meio (PANDE et al., 2017).

Outros mecanismos que as BSF podem apresentar é a solubilizacdo de zinco,
producédo de acido indol-acético (AlA), exopolissacarideos (EPS) e controle bioldgico.
O zinco (Zn) € um micronutriente necessario para todos os seres vivos, especialmente
para a atividade de muitas enzimas (SARAVANAN et al., 2004). Nas plantas, 0 Zn
esta envolvido no metabolismo de carboidratos e auxinas (KAMRAN et al., 2017).

Quanto a producéo de fitormdnios pelas BSF, a auxina AlA é utilizada pelos
micro-organismos para interagir com as plantas como estratégia de colonizacéo,
incluindo a fitoestimulacdo e evitando mecanismos de defesa da planta. O AlA
estimula o crescimento de raizes, a divisdo celular, germinacdo de sementes,
crescimento vegetativo e florescéncia (SPAEPEN et al., 2007; SOUZA et al., 2015;
VURUKONDA et al., 2018; LIU et al., 2019). A biossintese de AIA pode ser por vias
dependentes ou independentes do triptofano. No entanto, o triptofano foi identificado
como o principal precursor para a sintese de AIA em bactérias (SPAEPEN et al., 2007,
MCCLERKLIN et al., 2018).

A producéo de EPS estéa relacionada com a fungéo de protecao contra pressdes
ambientais como estresse osmotico, temperatura, pH, exposicao a luz ultravioleta,
metais pesados, dessecacdo além de contribuir na aderéncia celular a superficies
(STAUDT et al., 2012; KUMAR et al., 2020).
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O uso de micro-organismos como biofertilizantes (inoculantes) tem sido de
enorme importancia devido aos efeitos favoraveis no solo e na produtividade das
culturas (OTEINO et al., 2015; NUMAN et al., 2018; RAMAKRISHNA et al., 2019;
SANTOS et al., 2021). Estudos no Brasil tém demonstrado resultados promissores no
uso de BSF em diversas culturas como milho e sorgo (GOMES et al., 2014; OTEINO
et al., 2015; MATTOS et al., 2020; VELLOSO et al., 2020; PEREIRA et al., 2020;
SOUSA et al., 2020). No entanto, a maioria das pesquisas da regido Nordeste estao
focados principalmente na busca de BPCPs isoladas de solo rizosférico ou endofiticos
(MARTINS et al., 2003; DA SILVA et al., 2018; ANTUNES et al., 2019; SANTANA et
al., 2020; NASCIMENTO et al., 2021), existindo poucos estudos de prospeccéo de
BSF ao longo dos horizontes pedogenéticos de solos da regido. Compreender como
a comunidade microbiana varia ao longo do perfil do solo pode oferecer uma melhor
estimativa da biodiversidade global. Estudos tém mostrado que mudancas na
abundancia microbiana com a profundidade do solo esta relacionada com
caracteristicas fisicas e quimicas do mesmo como conteido de matéria organica,
argila e umidade (EILERS et al., 2012).

Diante o exposto, o presente trabalho teve por objetivo isolar bactérias
solubilizadoras de fosfato ao longo dos horizontes superficias e subsuperficiais de 4
perfis de Planossolos e 4 perfis de Luvissolos do Nordeste Brasileiro. Avaliar sua
capacidade de solubilizacdo de fosfato e outros mecanismos de promoc¢ao do
crescimento vegetal, selecionando as cepas bacterianas mais promissoras para o

desenvolvimento de um biofertilizante e futuras avaliagdes no campo.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Descricéo da area de estudo

Solos de sete areas inseridas no semiarido brasileiro e uma area da mata norte
do estado de Pernambuco, Brasil, foram utilizadas e distribuidas na seguinte forma:
guatro perfis de solos correspondem a Planossolos e quatro a Luvissolos (Figura 1).
Os solos foram descritos morfologicamente de acordo com Santos et al. (2015) e
classificados segundo o Sistema Brasileiro de Classificagdo de Solos (EMBRAPA,
2018). As amostras de solos foram coletadas de acordo com o Manual de Descrigao
e Coleta de Solo no Campo (SANTOS et al., 2015)
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As éareas selecionadas neste trabalho para o isolamento de BSF foram a partir
dos resultados obtidos em pesquisas paralelas que mostraram alta disponibilidade de
fosforo (P > 10 mg.Kg™) nos horizontes superficiais e subsuperficiais de Planossolos
(SANTOS DE SOUSA, 2019) e Luvissolos (SILVA, 2018; SANTOS, 2019). A
caracterizacdo quimica dos solos estudados encontra-se no anexo A.

Os Planossolos estudados pertencem a trés areas inseridas no semiérido
brasileiro, Serra Talhada (PL1), Belém de S&o Francisco (PL2), e Lagoa do Ouro
(PL3), e uma area inserida ha mata norte de Pernambuco, Camutanga (PL4). As areas
foram escolhidas com méxima preservacao da vegetacao, sendo o perfil de Belém de
S&o Francisco coletado sob vegetacdo com aspecto aparente de queimada. A coleta
dos solos foi entre outubro 2017 e marco 2018 (SANTOS DE SOUSA, 2019). A
localizacéo dos perfis de Planossolos, caracterizacéo climética e vegetacao do local

estdo descritas na Tabela 1.

Figura 1. Localizacdo dos pontos da coleta (PL1: Serra Talhada; PL2: Belém de S&o
Francisco; PL3: Lagoa de Ouro; PL4: Camutanga; LU1: Itacuruba; LU2: Itacuruba;
LU3: Serra Talhada; LU4: Afogados de Ingazeira) no estado de Pernambuco, Brasil.
Fonte: Google Earth.
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Tabela 1. Localizac&o dos perfis de Planossolos, precipitacdo média anual (PMA),
temperatura média anual (TMA), clima e vegetagdo do local . ST: Serra Talhada, BF:
Belém de Sao Francisco, LO: Lagoa de Ouro, CA: Camutanga

Clima
PMA T™MA  (KOppen Altitude
Perfil Coordenadas (GPS) Sequécia de horizontes (mm) (0C) -Geiger) (m) Vegetacdo
Caatinga
PL1(ST) 07°56'41,2” S/38°22'27,2" W A-AE-Bt-BCn-Crn/R 565 23 BSh 474 hiperxeroéfila
Caatinga
PL2 (BF)  08°44’30,7” S/38°51°'20,2" W A-E-Btn-Crn 405 25 BSh 313 hiperxeroéfila
Caatinga
PL3(LO) 09°09'04,2"S/36°29'02,6" W Ap-A-E1-E2-2Bt-2Btn-2Crn 750 23 BSh 574 hipoxerofila
Floresta
PL4 (CA)  07°25'8,5"S/35°15'33,6" W Apl-Ap2-An-Btn1-Btn2-BCn-Crn 949 25 Aw 94 subcaducifélia

Dados climaticos: APAC (2019), INMET (2019) e CLIMATE-DATA.ORG (2019)

Os Luvissolos avaliados foram coletados entre agosto e outubro de 2017.
Foram selecionadas duas areas no municipio de Itacuruba (LU1 e LU2), uma area em
Serra Talhada (LU3) e uma area em Afogados da Ingazeira (LU4). Os trés municipios
de Pernambuco estédo inseridos na unidade geoambiental da Depressao Sertaneja,
gue representa uma paisagem tipica do semiarido brasileiro (SILVA, 2018; SANTOS,
2019). Grande parte da area LU1 (ltacuruba) tinha o solo exposto sem vegetacéao,
sendo classificada como um &rea desertificada. A area LU2 (Itacuruba) foi classificada
em processo de desertificagdo, com pouca cobertura vegetal com solo descoberto. As
areas LU3 (Serra Talhada) e LU4 (Afogados de Ingazeira) mostravam vegetacao
caatinga preservada (SANTOS, 2019; SILVA, 2018). A localizacdo dos perfis de

Luvissolos, caracterizacao climética e vegetacao do local estdo descritas na Tabela

2.

Para o isolamento de BSF foram utilizadas 41 amostras de solos deformadas
de todos os horizontes pedogenéticos de Planossolos e Luvissolos estudados. As
amostras deformadas foram secas ao ar, destorroadas e passadas em peneiras com

malha de 2 mm para a obtencéo de terra fina seca ao ar (TFSA) .

Tabela 2. Localizacdo dos perfis de Luvissolos, precipitacdo meédia anual (PMA),
temperatura média anual (TMA), clima, altitude e vegetacdo do local. IT: Itacuruba,
ST: Serra Talhada, Al: Afogados de Ingazeira

Clima

. Sequécia de PMA TMA . Altitude =
Perfil Coordenadas (GPS) horizontes (mm) (0C) (qupen— (m) Vegetagdo
Geiger)
LUL (IT) 08°46'43,8” S/38°44’ 22,3" W A-Bt-C-Cr 430 27 Bsh 326 Caatinga
hiperxerofila
LU2 (IT) 08°44'48,6” S/38°46' 27,0" W A-Bt-C-Cr1-Cr2 430 27 Bsh 320 Caatinga
hiperxerdfila
S " oA ” Caatinga
LU3 (ST) 07°54'56,7” S/38° 14’ 10,5" W A-BA-Bt-BC-Cr 579,3 23,8 Bsh 485 4 '
hiperxerdfila
LUA4 (Al) 07°44’ 01,17 S/37° 38 12,9° W A-BA-Bt-Cr/C-Cr 7215 22,8 Bsh 556 Caatinga

hiperxeroéfila

Dados climaticos: APAC (2019), INMET (2019) e CLIMATE-DATA.ORG (2019)
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3.2.2 Isolamento e caracterizagéo fenotipica de BSF

As BSF foram isoladas a partir de amostras de solos dos horizontes superficias
e subsuperficias dos oito perfis estudados. Para o isolamento das BSF foi utilizado o
meio de cultura solido National Botanical Research Institute Phosphate ou NBRIP
(NAUTIYAL, 1999). O meio NBRIP é seletivo para micro-organismos solubilizadores
de fosfato e contém fosfato de célcio como Unica fonte de fésforo (ANEXO B). A
presenca de um halo translicido em torno das coldénias no meio solido NBRIP é
indicativo para a selecdo de BSF. No entanto, bactérias ndo formadoras de halo em
meio sélido NBRIP, podem apresentar eficiéncia de solubilizacdo de fosfato no meio
liqguido (NAUTIYAL, 1999; BASHAN et al., 2013; ABREU et al., 2017).

Por isso, para a selecdo de BSF foi adotado o critério de isolamento de
bactérias crescidas no meio solido NBRIP com e sem formacdo de halo.
Adicionalmente, foi avaliado a capacidade de solubilizacdo de todos os isolados em
meio liquido NBRIP.

Para cada amostra de solo foi feita uma suspenséo de 1g de solo em 9 mL de
solucédo salina estéril de NaCl 0,85% (p/v) e homogeneizada a 150 rpm por 30
minutos. Posteriormente, foram feitas as diluicbes seriadas 102, 102 e 10* em
solucao salina estéril de NaCl 0,85% (p/v), e inoculado 0,1 mL de cada diluicdo em
placas de Petri contendo meio NBRIP, em triplicata, usando-se o método de
espalhamento em superficie. As placas foram incubadas em estufa a 30 °C por 7 dias.

A contagem das unidades formadoras de coldnia por grama de solo (UFC.g?)
foi determinada para cada placa registrando o nimero de colbnias de bactérias com
e sem halo (bactérias totais). O numero de UFC por grama de solo foi calculado a

partir da média dos valores obtidos mediante a seguinte formula:
UFC.g1= [N*(1/d)] / V

N=numero de colbnias

1/d=inverso da diluicdo

V=volume plagueado em mL

As colbnias isoladas foram selecionadas aleatoriamente e estriadas em placas

de Petri contendo o meio de cultura NBRIP e incubadas a 30 °C por 7 dias visando a
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purificagao. ApoOs purificagdo, as colbnias bacterianas foram avaliadas
fenotipicamente por meio da caracterizacdo morfofisioldgica de acordo com: tamanho
(diametro da colbnia); forma da coldnia (circular, irregular, puntiforme); cor, elevacéo
(plana, lenticular, convexa, pulvinada, umbonada, umbilicada); borda (inteira,
ondulada, lobada, denteada, filamentosa); superficie (lisa, rugosa ou papilada); e
presenca ou auséncia de halo (HUNGRIA; SILVA, 2011). ApO6s a descricdo
morfofisioldgica dos isolados foram estimados os indices de diversidade (Dominancia,

Simpson, Shannon, Marglef, Equitatividade).

3.2.3 Capacidade de solubilizacdo de fosfato de célcio dos isolados

A capacidade de solubilizagdo de fosfato de célcio dos isolados foi determinada
em placa e meio liquido NBRIP (NAUTIYAL, 1999; AZZIZ et al., 2012; LIU et al., 2015;
ABREU et al., 2017).

A formacgéo de um halo translicido em torno das colbnias isoladas em meio
sélido NBRIP indica o potencial de solubilizacdo de fosfato de célcio. Para cada
isolado foi medido o diametro da col6nia e didametro da zona do halo (Figura 2) e
calculado o indice de solubilizacéo (IS) de acordo com a equacéao: IS (mm)= (diametro
da zona do halo + didametro da colonia)/didametro da colonia (PAUL; SINHA, 2017;
KAUR; KAUR, 2020). Com base nos IS, a capacidade de solubilizacdo dos isolados
foi classificada em baixa IS < 2mm, média 2< IS <4 e alta IS > 4 (BERRAQUERO et
al., 1976).



60

Figura 2. A. Bactérias solubilizadoras de fosfato de calcio isoladas em meio de cultura
NBRIP, a presenca de halo em torno da col6nia indica a solubilizagéo de fosfato. B.
Diametro da zona do halo (zeta azul) e diametro da coldnia (zeta laranja). Foto da
autora.

Para a avaliacdo da capacidade de solubilizacdo de fosfato de célcio em meio
liguido NBRIP, inicialmente, os isolados foram crescidas em tubos com 5 mL de Caldo
Triptona Soja (TSB) por 10 dias a 150 rpm (ANEXO C). Apés o periodo de incubacéo,
a densidade bacteriana de cada cultura foi avaliada medindo a densidade 6tica (OD)
em espectrofotbmetro a 620 nm. Para a padronizacdo dos inéculos utilizados nas
analises de solubilizagéo in vitro, as OD das diferentes culturas foram ajustadas para
0,2 utilizando solugéo estéril de NaCl a 0,9% (p/v). Por ultimo, foram inoculados 50 pL
de cada estirpe em tubos falcon de 50 mL contendo 25 mL de meio NBRIP liquido por
triplicata. Os tubos foram colocados em agitador a 150 rpm por 9 dias. De cada tubo
foram retiradas aliquotas de 2 mL aos 5, 7 e 9 dias e o P soluvel de cada amostra foi
determinado pelo método colorimétrico vanado-molibdato (BERTRAMSON, 1942).

3.2.3.1 Determinacao de P em solucao

Para a determinacdo de P sollvel de cada isolado aos 5, 7 e 9 dias de

crescimento, foi preparada a solucdo de vanado-molibdato da seguinte forma: (i)
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solugéo de vanadato de amdnio a 0,09% (p/v): 0,9 g de NH4VOs3 foram dissolvidos em
500 mL de H20 destilada fervendo, e quando fria foram adicionados 24 mL de 69%
(v/v) de HNOs3 e completado o volume até 1000 ml com H20 destilada; (ii) solucéo de
molibdato de amonio a 1,9% (p/v): 19 g de (NH4)sM07024.4H20 foram dissolvidos em
H20 a 50°C, deixados esfriar e diluidos com H20 destilada até 1000 mL; (iii) acido
nitrico 1,5M: 97 mL de HNOz a 69% (v / v) foram diluidos com H20 destilada até 1000
mL.

As trés solucdes foram misturadas em partes iguais. Em tubos de vidro de 10
mL foram adicionados 4 mL da solugéo de vanado-molibdato com 1 mL de amostra
centrifugada a 5500 rpm (3082 g) por 15 minutos, misturados e deixados em repouso
por uma hora no escuro. Finalmente, a absorbancia foi medida a 466 nm.

A curva de calibracdo foi gerada a partir de uma série de solucbes padrdes
contendo concentragGes conhecidas de 0, 20, 40, 60, 80, 100, 200, 300 mg.L* de P.
Em baldes volumétricos de 250 ml foi adicionado 0, 5, 10, 15, 20, 25, 50, 75 mL da
solucdo padrdo KH2PO4 0,03 M. A cada baldo foi adicionado 50 mL de HCI 2M e
completou com H20 destilada até 250 ml. Por dltimo, se colocou 1 mL de solucéo
padrdao e 4 mL de solugdo vanado-modibdato em tubos de vidro. A solucdo foi
misturada e deixada em repouso por 1 hora no escuro e medida a absorbancia a 466
nm.

Por ultimo, foram avaliados os mecanismos de solubiliza¢édo de zinco, producao
de AIA e EPS dos isolados que apresentaram uma solubilizacdo de P em meio NBRIP
2 160 mg.L* sem reducdo da capacidade solubilizadora ao longo do tempo e com
caracteristicas morfofisioldgicas distintas, segundo o dendrograma de similaridade.

Além disso, foi realizado um ensaio de antibiose com Fusarium sp. das
bactérias que apresentaram pelo menos um dos mecanismos de promocdo de

crescimento.

3.2.4 Solubilizagdo de Zinco (Zn)

Usando a técnica de gotejamento, foi inoculado 10 pl de cada isolado crescido
previamente em TSB 10 % em placas de Petri com meio Tris Mineral Salts (ANEXO
D), em triplicata. As placas foram incubadas por 14 dias a 30 °C no escuro. A formagéo
de um halo translucido ao redor da col6nia foi indicativo de solubilizagdo de Zn (FASIM
et al, 2002; SULEMAN et al., 2018). Foi medido o diametro do halo e da col6nia e
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calculado o indice de solubilizacdo de Zn (ISZn) segundo a equacao: (diametro da
coloniat+ zona do halo)/ diametro da colonia) (SULEMAN et al., 2018).

3.2.5 Producéao de acido indol-acético (AlA)

A metodologia colorimétrica usada para avaliar a producao quantitativa de AIA
foi descrita por Gordon e Weber (1951), com modificacdes. Os isolados foram
crescidos em TSB 10% suplementado com L-triptofano (5mM), em triplicata, a 30 °C,
por 7 dias sob agitacdo de 150 rpm. Apos o periodo de incubacéo, uma aliquota de 1
mL de cada amostra foi centrifugada a 12.000 rpm (13398 g) por 5 min. Em seguida,
foram adicionados 4 mL de reagente de Salkowski (1ml FeCls 0,5 M, 50 ml H20
destilada, 30 mL H2SO4). A solugéo resultante foi incubada no escuro por 30 minutos
a temperatura ambiente. A producédo de AIA foi confirmada ao observar a presenca
de uma coloracédo rosa nas amostras (KUSS et al., 2007). A absorbancia foi medida a
530 nm das amostras positivas e estimada a concentracédo de AlA por meio de uma
curva padréo com concentracdes conhecidas de AlA: 5, 10, 20, 40, 60 e 80 pg/mL, de
acordo com a equacéo Y=0,0055x+0,0117 (R?=0,9978).

A producao de AlA foi classificada em baixa < 1 pg/mL ; média 1 - 11 ug/mL;
alta 11 - 50 pg/mL e elevada > 50 pg/mL (ARAUJO et al., 2020).

3.2.6 Producéao de exopolissacarideos (EPS)

Os isolados foram crescidos em meio TSB 10%, a 30 °C, por 7 dias sob
agitacdo de 150 rpm. Posteriormente, 5ul de cada amostra foram inoculados em
discos de papel estéril de 5 mm de didmetro, os quais foram colocados previamente
em placas de Petri com meio de cultura modificado com sacarose 10 % (ANEXO E),
(KAVAMURA et al., 2013). A producéo de EPS foi avaliada mediante a presenca de
um halo de EPS ao redor do disco de papel inoculado. De acordo com o diametro do
halo (mm), a producéo de EPS foi classificada em: baixa, halo < 10 mm; média, halo
de 10-14 mm; alta, = 14mm) (KAVAMURA et al., 2013). A produgdo de EPS foi
confirmada misturando uma alca de platina impregnada com a colénia em 2 mL de
alcool etilico. Quando ocorre a precipitacdo do EPS é confirmada a producéo de EPS,
entretanto quando o alcool etilico fica turvo indica a ndo producéao de EPS (PAULO et
al., 2012).
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3.2.7 Ensaio de antagonismo (Controle biolégico)

O antagonismo de oito bactérias selecionadas foi avaliado com Fusarium sp.
pertencente a colecdo do Laboratorio de Fitopatologia do Instituto Agronémico de
Pernambuco (IPA), isolado de plantas de milho com sintomas da doengca mediante o
confronto direto, de acordo com Dennis e Webster (1971), com adaptacdes de
Montalvao (2017). Os critérios de selecdo das bactérias foi baseado em diferencas
morfofisioldgicas, alta capacidade de solubilizacédo de fosfato de célcio (= 160 mg.L
1), producdo de AIA, EPS e solubilizacdo de Zn. Inicialmente, as bactérias foram
crescidas em meio TSB (ANEXO C) por 7 dias sob agitacédo (150 rpm) a temperatura
ambiente. O Fusarium sp., foi cultivado por 7 dias em meio BDA e avaliado o nimero
de esporos em camara de Neubauer para garantir a producdo de esporos fangicos.
Discos de BDA de 0,5 cm de diametro contendo estrutura fungica pura foram retirados
e depositados na regido central das placas com meio BDA. Na mesma placa, 10 pL
da estirpe bacteriana foram inoculados em quatro pontos da placa de modo que
ficassem equidistantes a 1 cm da borda da placa de Petri aproximadamente, em
triplicata. Como controle foram preparadas placas de BDA contendo unicamente o

fungo. O crescimento do fungo foi avaliado por 7 dias.

3.2.8 Andlises estatisticas

Os resultados obtidos da descricdo morfofisiolégica dos isolados foram
performados na forma de matriz binaria e logo agrupados pelo método de Jaccard em
um dendrograma de similaridade e estimados os indices de diversidade usando o
programa PAST 3.24 (HAMMER et al.; 2001).

Os dados de UFC.g%, solubilizacéo de fosfato no meio liquido, solubilizagéo de
Zn, producéo de AIA e EPS foram submetidos a analises de variancia (ANOVA) e as
meédias comparadas usando o teste Scott- Knott a 5% de probabilidade usando o
software InfoStat/L (DI RIENZO et al., 2020).
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3.3 Resultados

3.3.1 Abundancia de bactérias

Os valores maximos e minimos de bactérias totais (bactérias com e sem halo)
nos 4 perfis de Planossolo variaram entre 6,94 (Horizonte Ap do perfil 3) até 4,19 logio
UFC.g* (Horizonte Crn/R do perfil 1), respectivamente (Figura 3). A percentagem de
bactérias totais que apresentaram halo foi superior a 90% na maioria dos horizontes
(Figura 4).
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Figura 3. Abundancia de bactérias totais (log10 UFC.g?') de cada horizonte dos 4
perfis de Planossolos. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 4. Percentagem de bactérias totais com halo de cada horizonte dos 4 perfis

de Planossolos.

Em relagcdo a abundancia de bactérias totais dos perfis de Luvissolos, os

valores maximos e minimos variaram entre 6,53 (horizonte A do perfil 3) até 3,90 logio

UFC.g* (horizonte Cr do perfil 3), respectivamente (Figura 5). A percentagem de BSF

nos Luvissolos diferiram entre os horizontes, com um valor minimo de 5 % no

horizonte A do perfil 4 de Luvissolo (Figura 6).
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Figura 5. Abundancia de bactérias totais (log10 UFC.g?) de cada horizonte dos 4

perfis de Luvissolos. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 6. Percentagem de bactérias totais com halo de cada horizonte dos 4 perfis

de Luvissolos.
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3.3.2 Caracterizacéo fenotipica dos isolados bacterianos e capacidade
de solubilizacdo de fosfato de calcio

Foram caracterizadas um total de 170 bactérias dos solos estudados, das quais
96 correspondem aos Planossolos e 74 aos Luvissolos. Uma grande variabilidade
morfofisioldgica das bactérias em relacao a cor, forma, elevacédo, borda e superficie
foi observada. Cerca de 70 % das colonias bacterianas isoladas apresentaram um
aspecto tipico de actinobactérias com crescimento micelar, rugosas e muito coloridas
(Figura 7).

O dendrograma de similaridade revelou a formacao de 37 grupos bacterianos
distintos para os perfis de Planossolos e 26 grupos para Luvissolos. Os grupos
formados demonstraram alta diversidade fenotipica dos isolados bacterianos de
acordo com os indices de diversidade. O indice de Shannon foi 3,426 e 3,057 para
Planossolo e Luvissolo, respectivamente. O indice de dominancia foi 0,038 para
Planossolo e 0,055 para Luvissolo, mostrando baixa dominancia entre os isolados. Os
indices de equitabilidade (J) e Rigueza (Margalef) foram 0,948 e 7,89 para Planossolo
e 0,938 e 5,808 para Luvissolo, demostrando uma alta uniformidade e riqueza para
os perfis dos dois solos (Tabela 3).

A maioria dos isolados apresentaram capacidade de solubilizacdo de fosfato
de célcio pela presenca de um halo ao redor da colénia. De acordo com os indices de
solubilizag&o (IS) a maioria dos isolados de Planossolos e Luvissolos tem capacidade
solubilizadora média (APENDICE A).
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Figura 7. Bactérias solubilizadoras de fosfato isoladas de Planossolos e Luvissolos.
Foto da autora.

Tabela 3. indices de diversidade dos isolados de Planossolos e Luvissolos

Planossolos Luvissolos

Nro. total de isolados 96 74

Grupos bacterianos 37 26

Dominancia (D) 0,038 0,056
Simpson (1-D) 0,962 0,944
Shannon (H) 3,426 3,057
Riqueza (Margalef) 7,887 5,808
Equitatividade (J) 0,949 0,938

3.3.3 Eficiéncia de solubilizagdo de fosfato de calcio em liquido

Todos os isolados dos perfis de Planossolos foram capazes de solubilizar

fosfato em meio NBRIP liquido apresentando diferencas significativas (p < 0,05) entre
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os isolados e o controle sem inoculagcdo. Em geral, a maior taxa de solubilizacdo dos
isolados foi no 9° dia apds inoculacéo (Tabelas 4, 5, 6 e 7).

Para as estirpes do perfil 1, o isolado PL1B do horizonte A apresentou maior
concentracdo de P solivel (228,20 mg.LY) ao 9° dia, (Tabela 4 e Figura 8).
Adicionalmente, foi observada uma diminuicdo do pH do meio NBRIP onde foram

crescidos os isolados em relagéo ao pH do controle sem inoculagao (Tabela 4).

Tabela 4. Potencial de solubilizacdo de fosfato de célcio em meio liquido NBRIP dos
isolados do perfil 1 de Planossolo ao 5°, 7° e 9° dia de incubacé&o e pH do meio ao 9°
dia de incubacéo

Perfil 1 — Planossolo

Amostra P (mg.L-1) 5° dia P (mg.LY) 7°dia P (mg.L?) 9°dia pH

Controle 16,35¢c 9,32c 12,75 ¢c 6,77 a
PL1A 110,60 a 145,07 a 160,53 a 5,13 a
PL1B 110,18 a 213,72 a 228,20 a 5,23 a
PL1C 84,25 b 115,08 b 116,05 a 5,23 a
PL1E 72,85b 66,40 b 163,83 a 555a
PL2A 78,52 b 52,48 c 69,16 b 5,63 a
PL2B 77,85b 42,88 ¢ 129,75 a 4,84 a
PL2C 50,35 b 32,47 c 75,48 b 591a
PL2G 51,52 b 42,88 ¢ 84,23 b 5,06 a
PL2H 61,68 b 46,20 c 53,37 b 5,16 a
PL2L 162,85 a 159,10 a 161,23 a 4,94 a
PL3C 100,85 a 76,70 c 104,83 a 534 a
PL3J 84,63 b 177,90 a 187,63 a 5,10 a
PL3K 93,68 a 56,85 ¢ 197,92 a 5,38 a
PL3M 97,85 a 132,27 b 158,43 a 4,78 a
PL3P 135,52 a 150,58 a 112,48 a 4,89 a
PL4AC 68,35 b 95,67 b 127,67 a 4,82 a
PLAD 121,35 a 170,80 a 118,18 a 4,86 a
PLAG 52,53 b 118,82 b 135,82 a 4,90 a
PL5B 70,68 b 96,20 b 135,95 a 5,12 a
PL5C 74,85 b 87,82b 143,03 a 554 a
PL5D 68,02 b 61,02 c 78,07 b 555a
PL5F 72,02b 40,32 ¢ 134,77 a 5,36 a
PL5G 68,52 b 44,10 c 57,27b 571a

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade



70

%]
=
=

BP (mg/L)dia5 ®™P(mg/L)dia7 "P(mg/L)dia9

[*21
=

P solavel (mg/L)

= = B B
{92 B e T &y N ]
o o o o O
PL1A ‘-.'lj—i
PL1B =—¢-—|_L'
PLIE PR
PL2A R
=t
pLzc B
PL2G [T
PLZH Y
PL3C [,
 pL3K e
4C ===ﬂ||--||__|
AD [
sp bl
sc by
5D L
sF et

PL1C
PL2B
PL2L
PL3]
PL3M

—

controle ﬂ

Amostra

Figura 8. Fosforo sollvel ao 5°, 7° e 9° dia apés a inoculacdo de bactérias isoladas
do perfil 1 de Planossolo. Barras verticais representam o desvio padrdo das médias
n=3

Em relacdo ao perfil 2, o isolado PL6A do horizonte A mostrou o maior valor de P
soluvel (159, 52 mg.L') ao 9° dia, (Tabela 5 e Figura 9) e foi observada uma

diminuicgéo significativa (p< 0,05) entre os valores de pH (Tabela 5).

Tabela 5. Potencial de solubilizacédo de fosfato de célcio em meio liquido NBRIP dos
isolados do perfil 2 de Planossolo ao 5°, 7° e 9° dia de incubacéo e pH do meio ao 9°
dia de incubacéo

Perfil 2- Planossolo

Amostra P (mg.LY)5°dia P (mg.L?) 7° dia P (mg.L?) 9° dia pH

Controle 16,35¢ 9,32 e 12,75d 6,77 a
PL6A 62,18 b 130,18 a 159,52 a 583b
PL6B 58,52 b 106,02 b 120,68 b 561b
PL6C 21,35¢c 73,68 c 72,02 c 5,88 Db
PL6E 53,85 b 133,18 a 132,02 a 5,06 c
PL7A 56,02 b 49,02d 77,68 c 519c
PL7B 40,18 b 48,35d 57,52 ¢c 5,19c
PL7D 77,18 a 45,02d 67,68 C 4,83 ¢
PL7F 55,68 b 50,85 d 45,02 c 529c
PL8BA 54,68 b 119,18 a 114,85b 570b
PL8B 46,02 b 87,52 b 97,18 b 5,64 b
PL8C 20,68 c 60,02 c 54,52 c 522c
PL8D 15,18 ¢ 74,18 c 61,68 c 4,76 c
PL9A 97,45 a 63,85 ¢ 58,85¢ 504c
PL9B 8l9a 70,18 c 56,85 ¢ 519c
PL9C 92,98 a 70,18 c 61,52 c 4,50 c
PL9D 15,18 ¢ 45,35d 50,35¢c 554 b

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade
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Figura 9. Fésforo sollvel ao 5°, 7° e 9° dia apds a inoculacao de bactérias isoladas
do perfil 2 de Planossolo. Barras verticais representam o desvio padrdo das médias
n=3

Para o perfil 3 o isolado PL13D do horizonte E2 apresentou a maior
concentracdo de P sollvel (156, 90 mg.L') ao 9° dia (Tabela 6 e Figura 10). Foi
observada uma diminuicao significativa (p< 0,05) entre os valores de pH (Tabela 6).
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Tabela 6. Potencial de solubilizac&o de fosfato de calcio em meio liquido NBRIP dos
isolados do perfil 3 de Planossolo ao 5°, 7° e 9° dia de incubagé&o e pH do meio ao 9°
dia de incubacéo

Perfil 3 =Planossolo

Amostra P (mg.L?) 5°dia P (mg.L?) 7° dia P (mg.L?) 9° dia pH
Controle 16,35d 9,32b 12,75 ¢ 6,77 a
PL10A 60,53 c 55,23 b 71,02 b 551b
PL10C 104,94 b 93,57 a 105,82 a 5,68 b
PL10D 77,69 b 78,96 a 82,49 a 553b
PL10E 83,67 b 72,49 a 84,16 a 5,66 b
PL11A 82,10 b 106,31 a 136,41 a 4,60 c
PL11B 94,16 b 87,00 a 109,65 a 513c
PL11C 75,14 b 74,06 a 87,10 a 545b
PL11D 105,43 b 99,06 a 101,80 a 544 b
PL12B 101,70 b 84,35a 123,67 a 4,72 ¢
PL12C 95,04 b 86,12 a 107,10 a 5,16 ¢
PL12D 63,96 c 26,45 b 26,22 c 548b
PL12E 102,11 b 109,06 a 109,45 a 547 b
PL13A 90,43 b 104,55 a 76,31 a 540b
PL13B 95,53 b 137,20 a 154,35 a 491 c
PL13C 87,78 b 81,61 a 132,78 a 490c
PL13D 60,53 c 70,23 a 156,90 a 4,92 c
PL14A 102,00 b 109,35 a 128,37 a 4,66 c
PL14B 96,61 b 78,77 a 64,84 b 5,15¢
PL14C 82,00 b 32,04 b 38,18 ¢ 5,16 ¢
PL14D 102,20 b 100,53 a 110,92 a 492 c
PL15A 135,82 a 54,68 b 68,37 b 5,08 c
PL15B 140,04 a 144,55 a 155,23 a 4,76 c
PL15C 78,86 b 65,63 a 85,04 a 555b
PL15F 98,67 b 34,21b 83,27 a 539b
PL15G 12,78 d 36,42 b 15,04 c 523b
PL16B 50,92 c 87,08 a 56,22 b 535b
PL16C 46,61 c 18,33 b 29,25 ¢ 533b
PL16D 74,74 b 21,34 b 64,84 b 4,90 a

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade
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Figura 10. Fosforo soltvel ao 5°, 7° e 9° dia apés a inoculacdo de bactérias isoladas
do perfil 3 de Planossolo. Barras verticais representam o desvio padréo das médias
n=3

Em relacdo aos isolados do perfil 4 de Planossolo, a maioria das estirpes
alcancou uma maior taxa de solubilizacdo de fosfato ao 5° dia. No entanto, o isolado
PL18E do horizonte Ap2, alcancou o valor maximo de P solGvel (422,68 mg.L ) ao 9°
dia (Tabela 7 e Figura 11). O pH de todos os isolados decresceu significativamente

guanto ao controle (Tabela 7).
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Tabela 7. Potencial de solubilizacédo de fosfato de calcio em meio liquido NBRIP dos
isolados do perfil 4 de Planossolo ao 5°, 7° e 9° dia de incubacé&o e pH do meio ao 9°
dia de incubacéo

Perfil 4-Planossolo

Amostra P(mg.LY)5°dia P (mg.L?)7°dia P (mg.L?) 9°dia pH

controle 16,35 f 9,32d 12,75d 6,77 a
PL17B 73,02d 37,73d 126,02 b 4,69 d
PL17C 122,35c¢ 111,87 b 81,68 c 540b
PL17D 122,52 c 85,67 ¢ 64,52 ¢ 550b
PL17E 165,35 b 40,12 c 97,18 b 502c
PL17F 150,02 b 133,83 b 108,85 b 512c
PL18A 180,35 b 169,32 a 90,35 b 550b
PL18B 76,18 d 82,68 ¢ 37,02d 502c
PL18C 145,02 b 107,63 b 97,52 b 534Db
PL18D 82,44 d 67,84 c 48,58 ¢ 4,90 c
PL18E 330,02 a 248,26 a 422,68 a 3,9 e
PL18F 208,35 b 101,53 b 136,85 b 510c
PL19A 126,18 c 2451d 73,02 c 544 b
PL19B 33,85e 14,40d 60,02 ¢ 485c
PL19C 105,02 ¢ 77,59 c 50,35 ¢ 535b
PL19D 99,52 ¢ 57,07 c 63,52 ¢ 540b
PL19E 37,35e 45,96 ¢ 70,68 ¢ 492c
PL19F 414,85 a 239,49 a 314,18 a 3,89e
PL20A 104,33 c 68,09 c 68,07 c 4,96 c
PL20B 73,20d 61,70 c 35,38d 4,98 c
PL20C 68,74 d 50,17 c 43,69d 503c
PL21A 79,51d 67,28 c 94,31b 501c
PL21B 66,41 d 50,96 c 64,94 c 520b
PL21C 86,42 d 73,84 c 69,51 c 4,96 c
PL22A 74,88 d 52,06 c 42,52d 527b
PL22B 84,95 d 83,18 c 72,82 ¢ 4,42d
PL23A 99,73 d 111,99 b 92,13 b 4,58d
PL23B 59,78 d 52,37 c 32,61d 527b
PL23C 121,43 c 108,81 b 107,14 b 4,49d

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade
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Figura 11. Valores de fésforo solluvel (P) ao 5°, 7° e 9° dia apds a inoculacéo de
bactérias isoladas do perfil 4 de Planossolo. Barras verticais representam o desvio
padrdo das médias n=3

De acordo com os resultados de solubilizacdo de P todos os isolados de
Luvissolos foram capazes de solubilizar P em meio NBRIP liquido. Foram observadas
diferencas significativas (p<0,05) entre os isolados e o controle sem inoculacao
(Tabelas 8, 9, 10, 11 e 12). A maioria dos estirpes apresentaram maior taxa de
solubilizag&o ao dia 7° e 9°dia de incubagéo.

Para o perfil 1 de Luvissolo a maior concentracao de P solavel foi 255,84 mg.L-

1 ao 9° dia para o isolado LU2F do horizonte Bt, (Tabela 8 e Figura 12).
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Tabela 8. Potencial de solubilizacdo de fosfato de célcio em meio liquido NBRIP dos
isolados do perfil 1 de Luvissolos ao 5°, 7° e 9° dia de incubacé&o e pH do meio ao 9°
dia de incubacéo

Perfil 1-Luvissolo

Amostra P (mg.L?) 5° dia P(mg.LY) 7°dia P (mg.L?) 9°dia pH

controle 1351 b 1231 c 13,48d 6,89 a
LU1A 82,11 a 104,82 c 126,13 b 4,02 c
LU1B 93,31a 128,43 b 103,28 b 3,96 ¢
LUl1C 90,54 a 129,04 b 111,47 b 3,93¢c
LU1D 83,14 a 119,71 c 60,23 c 4,83 b
LU1E 88,08 a 84,00 c 55,35¢c 515b
LU1G 1140a 114,28 ¢ 50,05 ¢ 4,75b
LU2A 116,64 a 142,97 b 51,43 ¢ 4,71b
LU2B 44,37 b 51,66 c 26,36 d 5,02b
LU2C 49,75 b 78,42 a 67,50 c 4,74 b
LU2D 10191 a 135,86 b 63,89 C 481b
LU2E 104,63 a 68,07 a 140,26 b 4,56 ¢
LU2F 120,77 a 188,49 a 255,84 a 3,85¢c
LU2G 86,90 a 188,34 a 170,78 a 3,86 ¢c
LU3A 91,89 a 95,25 ¢ 34,68d 5,10b
LU3B 146,31 a 171,83 a 150,76 b 4,41 c
LU3C 104,71 a 152,97 b 175,88 a 392c
LU3D 113,50 a 202,71 a 209,59 a 3,66 c
LU3E 92,34 a 111,66 c 106,68 b 3,98¢c
LU3F 105,32 a 85,86 c 132,15 b 494 b

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade
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Figura 12. Valores de fésforo solavel (P) ao 5°, 7° e 9° dia apos a inoculagédo de
bactérias isoladas do perfil 1 de Luvissolo. Barras verticais representam o desvio
padrdo das médias n=3.
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Para o perfil 2 de Luvissolo o valor maximo de P sollvel foi de 219,44 mg.L*

ao 7° dia para o isolado LUSD do horizonte A (Tabela 9 e Figura 13).

Tabela 9. Potencial de solubilizacdo de fosfato de célcio em meio liquido NBRIP dos
isolados do perfil 2 de Luvissolo ao 5°, 7° e 9° dia de incubacéo e pH do meio ao 9°
dia de incubacéo

Perfil 2-Luvissolo

Amostra P (mg.L?) 5° dia P (mg.L?Y) 7° dia P (mg.Lt) 9° dia Ph

controle 13,51 b 12,31 b 13,48 b 6,77 a
LUSA 76,45b 134,83 a 104,68 a 511a
LUSB 745b 119,46 b 120,04 a 4,79 a
LUSC 131,12 a 111,70 b 206,99 a 4,13 b
LUSD 179,15 a 219,44 a 202,78 a 4,47 b
LUSE 171,94 a 177,67 a 159,45 a 5,00 a
LUBA 59,56 b 88,11 b 74,69 b 53la
LU6B 91,47 b 100,12 b 55,62 b 513 a
LU6GC 85,68 b 56,16 b 94,23 b 4,52 b
LUGD 110,45 a 93,75 b 75,97 b 4,59 b
LU7A 122,84 a 110,86 b 77,53 b 5,58 a
LU7B 70,35b 86,03 b 66,18 b 3,72b
LU7D 79,09 b 146,34 b 95,41 b 4,08 b

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade
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Figura 13. Valores de fosforo soltuvel (P) ao 5°, 7° e 9° dia apds a inoculagéo de
bactérias isoladas do perfil 2 de Luvissolo. Barras verticais representam o desvio
padrdo das médias n=3

Em relacdo ao perfil 3 de Luvissolo o valor maximo de P soluvel foi de 264,21
mg.L? para LU11F do horizonte BC, ao 9° dia (Tabela 10 e Figura 14).
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Tabela 10. Potencial de solubilizacéo de fosfato de calcio em meio liquido NBRIP dos
isolados do perfil 3 de Luvissolo ao 5°, 7° e 9° dia de incubacéao e pH do meio ao 9°
dia de incubacéo

Perfil 3- Luvissolo

Amostra P (mg.L?) 5° dia P (mg.L?) 7° dia P (mg.LY) 9°dia pH

controle 13,51 ¢c 12,31d 13,48d 6,77 a
LUBA 76,10 b 117,57 c 124,24 c 4,07 c
LUSB 95,41b 63,96 Cc 145,42 b 3,94c
LU8C 158,33 a 157,67 b 127,06 c 3,75¢c
LU8D 78,12 b 134,52 b 99,21 c 4,13 c
LUSE 63,70 b 105,46 c 164,62 b 3,84c
LU9A 163,79 a 249,09 a 235,61 a 3,92¢c
LU9B 9,77 c 26,45d 52,71d 5,62 ¢
LU9C 76,34 b 116,06 c 125,59 ¢ 4,23 b
LU9D 93,32 b 136,90 b 155,23 b 4,30 c
LU9E 77,90 b 156,90 b 207,24 a 3,80c
LU9F 31,10c 94,44 c 133,59 ¢ 3,79¢c
LU10A 80,10 b 89,81 c 75,05 ¢ 544 b
LU10B 135,77 a 226,11 a 213,73 a 4,37 ¢
LU10C 67,49 b 93,71 ¢ 91,42 c 4,36 ¢
LU10D 88,80 b 245,61 a 80,69 c 3,68¢c
LU10E 174,27 a 245,27 a 239,91 a 3,49c
LU11A 114,25 a 214,30 a 235,26 a 3,17c
LU11B 147,22 a 185,07 b 114,86 ¢ 3,86¢
LUl11C 71,85b 53,79d 1195c¢c 3,72¢c
LU11D 102,59 b 160,31 b 81,14 c 454 c
LU11E 97,99 b 163,47 b 92,86 ¢ 3,76 c
LU11F 141,42 a 247,31 a 264,21 a 3,80c
LU12E 74,11 b 84,98 c 79,57 ¢ 3,74 c

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 14. Valores de fosforo solavel (P) ao 5°, 7° e 9° dia ap6s a inoculacédo de
bactérias isoladas do perfil 3 de Luvissolo. Barras verticais representam o desvio
padrdo das médias n=3



79

Finalmente, para o perfil 4 de Luvissolo o isolado LU17B do horizonte Cr
apresentou o valor maximo de P solavel (204,75 mg.L™?) ao 7° dia, (Tabela 11 e Figura
15).

Todos os isolados apresentaram uma diminuicdo do pH do meio com
diferencas significativas (p< 0,05) em relag&o ao pH do controle sem inocular (Tabelas
8,9, 10 e 11).

Tabela 11. Potencial de solubilizacdo de fosfato de célcio em meio liquido NBRIP dos
isolados do perfil 4 de Luvissolo ao 5°, 7° e 9° dia de incubacéo e pH do meio ao 9°
dia de incubacéo.

Perfil 4- Luvissolo

Amostra P (mg.L?) 5° dia P (mg.L?) 7° dia P (mg.LY)9°dia pH

controle 13,51b 12,31b 13,48 b 6,77 a
LU13A 1350 b 29,01 b 39,19b 4,86 b
LU13B 189,95 a 188,02 a 127,32 a 4,15¢c
LU13C 108,69 a 158,42 a 160,68 a 4,00c
LU13E 46,47 b 122,37 a 92,16 a 3,60c
LUL14A 106,82 a 157,60 a 158,32 a 3,93¢c
Lu14cC 85,46 a 63,56 b 52,82 b 3,64c
LU14E 50,71b 105,90 a 92,28 a 4,78 b
LU15B 11,75b 39,59 b 39,39 b 4,79 b
LU16A 29,16 b 83,32 a 73,64 b 3,86 c
LU16B 42,31b 136,25 a 11521 a 3,73 ¢
LU16C 11,48b 49,24 b 54,53 b 4,76 b
LU16E 36,54 b 53,37b 76,93 b 3,82c
LU16G 70,60 a 101,38 a 82,78 a 3,76 c
LUL17A 95,07 a 113,27 a 51,07 b 504 b
LU17B 76,25 a 204,75 a 152,95 a 3,65¢c
LUl17C 102,02 a 147,20 a 60,22 b 430c
LU17D 110,62 a 138,15 a 142,61 a 3,96 c
LUL7E 63,47 b 116,79 a 93,41 a 4,66 b

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 15. Valores de fésforo soltvel (P) ao 5°, 7° e 9° dia ap6s a inoculacédo de
bactérias isoladas do perfil 4 de Luvissolo. Barras verticais representam o desvio
padrdo das médias n=3

3.3.4 Solubilizacdo de Zn, producéo AlA, formacédo de EPS

Com relacao a solubilizagdo de Zn, trés isolados foram capazes de solubilizar
oxido de Zn apresentando um ISZn de 2,44 para PL3J (horizonte Bt do perfil 1 de
Planossolo); 2,63 para PL18E (horizonte Ap2 do perfil 4 de Planossolo) e 3,04 para
LU3D (horizonte C do perfil 1 de Luvissolo). Na producédo de AlA, 6 isolados exibiram
uma alta producdo de AIA: PL1A (horizonte A do perfil 1 de Planossolo) , PL1B
(horizonte A do perfil 1 de Planossolo), PL2L (horizonte AE do perfil 1 de Planossolo),
PL6A (horizonte A do perfil 2 de Planossolo), LU10E (horizonte Bt do perfil 3 de
Luvissolo) e LU13C (horizonte A do perfil 4 de Luvissolo) e 3 estirpes uma producao
média de AlA: LU10B (horizonte Bt do perfil 3 de Luvissolo), LU11A e LU11F (isolados
do horizonte BC do perfil 3 de Luvissolo), significativamente diferentes (p< 0,05).
Quanto a formacéo de EPS, 5 isolados apresentaram alta producdo de EPS: PL1A,
PL3J, PL6A, PL18E, LU10E; LU3D mostrou producdo média (horizonte C do perfil 1
de Luvissolo) e 3 isolados baixa producéo: PL1E, PL2L, LU13C (Figura 16 e Tabela
12).
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Figura 16. Exopolissacarideos produzidos pelas bactérias solubilizadoras de fosfato
PL1A, PL3J, PL6A, PL18E, LU10E, LU3D, PL1E, PL2L, LU13C, isoladas de
Planossolos e Luvissolos

Tabela 12. indice de solubilizacdo de zinco (ISZn) e producdo de AIA e EPS dos

isolados que apresentaram uma solubilizacédo de P > 160 mg.L?

P (mg.L?) P (mg.L?) P (mg.L?) AlA Producéo Producéo
Amostra 5°dia 7° dia 9° dia 1SZn (ug/ml) de AIA EPS (mm) de EPS
controle 16,35d 932c 12,75¢c X X X X X
PL1A 110,60 c 145,07b 160,53b x 17,93 b alta 18,50 ¢ alta
PL1B 110,18 ¢ 213,72a 228,20b x 10,84 d alta X X
PL1E 72,85¢ 66,40 c 163,83b x X X 577h baixa
PL2L 162,85 b 159,10b 161,23b x 11,33d alta 9,67 f baixa
PL3K 93,68 ¢ 56,85¢ 197,92b x X X X X
PL3J 84,63 ¢ 17790b 187,63b 244a X X 14,87 d alta
PL3M 97,85¢ 132,27b 169,60b x X X X X
PL6A 62,18 ¢ 130,18b 160,00b  x 34,71a alta 16,30 ¢ alta
PL18E 330,02 a 248,26 a 422,68a 2,63a X X 39,67 a alta
LU2F 120,77 c 188,49b 25584b x X X X X
LU3D 113,50 ¢ 202,71a 20959b 3,03a X X 12,77 e média
LU9A 163,79 b 249,09a 23561b x X X X X
LU9E 77,90 ¢ 156,90b 207,24b x X X X X
LU10B 135,77 b 226,11a 213,73b x 5,03 f média X X
LU10E 174,27 b 24527a 23991b x 14,48 c alta 24,00 b alta
LU11A 114,25 ¢ 21430a 235,26b x 5,39 f média X X
LU11F 141,42 b 247,31a 26421b X 9,57 e média X X
LU13C 108,68 ¢ 158,42b 160,68b x 37,47 a alta 6,66 g baixa

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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3.3.5 Ensaio de antagonismo (controle biol6dgico)

No ensaio de antagonismo foi evidenciado que as BSF PL1A, PL1B e PL2L n&o

inibiram o crescimento do fungo. Para as bactérias PL3J, PL6A, PL18E, LU10E e

LU13C foi observado uma leve inibicdo, estatisticamente diferente (p<0,05), do

crescimento do Fusarium sp., a partir do quinto dia em relacdo ao controle (Tabela

13). No entanto, a bactéria PL3J foi a Unica que impediu o crescimento micelar por

cima da coldnia bacteriana, observando-se um antagonismo diferente das outras

bactérias (Figura 17).

Tabela 13. Crescimento micelar do Fusarium sp. inoculado com as bactérias PL1A,

PL1B, PL2L, PL3J, PL6A, PL18E, LU10E e LU13C, isoladas de Planossolos e

Luvissolos durante 7 dias de crescimento

Tempo dial dia 2 dia3 dia4d dia5 dia6 dia7
Tratamento Diametro (cm)

Controle 1,03 a 242 a 3,03a 3,90 a 5,60 a 6,67 a 7,80 a
Fusarium sp./ PL1A 1,00 a 2,47 a 3,28 a 4,08 a 510b 5,97 a 7,50 a
Fusarium sp./ PL1B 0,93 a 2,40 a 3,30 a 432 a 525a 6,13 a 7,77 a
Fusarium sp./ PL2L 1,05a 2,47 a 3,38a 4,22 a 5,50 a 6,37 a 7,45 a
Fusarium sp./ PL3J 9,85a 235a 33a 4.05a 4,73 b 5,03b 6,10 b
Fusarium sp./PL6A 0,83 a 2,23 a 3,07 a 3,97 a 480b 540b 6,53 b
Fusarium sp./PL18E 1,03 a 2,30a 3,05a 3,90a 4,80 b 573b 6,73 b
Fusarium sp./LU10E 0,97 a 2,40 a 3,13 a 3,98 a 4,67b 5,48 b 6,60 b

Fusarium sp./ LU13C 0,82 a 2,30 a 3,03 a 4,08 a 493 b 5,63 b 6,60 b

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade
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Figura 17. Ensaio de antagonismo: confronto de Fusarium sp. (centro da placa) e as
bactérias PL1A, PL1B, PL2L, PL3J, PL6A, PL18E, LU10E e LU13C, isoladas de
Planossolos e Luvissolos inoculadas em 4 pontos equidistantes

3.4 Discusséao

3.4.1 Abundancia de bactérias solubilizadoras de f6sforo

Os resultados deste trabalho forneceram conhecimentos da abundancia de
BSF ao longo dos horizontes pedogenéticos de 4 perfis de Planossolos e 4 perfis de
Luvissolos,. Estes resultados podem ser atribuidos a fertilidade natural dos solos
estudados, com elevados valores de saturacdo por bases, e de minerais primarios
facilmente intemperizaveis, conferindo uma grande capacidade de fornecer nutrientes
as plantas (COELHO et al., 2010). Marschner e colaboradores (2004) afirmaram que
as caracteristicas fisicas e quimicas dos solos como textura, contetdo de nutrientes,
matéria organica e pH, bem como, fatores ambientais como o clima e vegetacéo
condicionam a diversidade e abundéancia dos micro-organismos edéficos. No trabalho,
foi encontrado uma alta diversidade morfofisioldgica dos isolados de Planossolos e
Luvissolos, com maior predominancia de actinobactérias (>70%). As actinobactérias
sdo bactérias Gram-positivo que apresentam uma parede celular rigida de
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peptidoglicano que confere uma maior capacidade de sobreviver a condi¢bes
ambientais extremas como altas temperaturas e longos periodos de estiagem
caracteristico do semiarido brasileiro (ALVAREZ et al., 2017; NAFIS et al., 2019).
Para os 4 perfis de Planossolos foi observado um menor nimero de bactérias na maior
profundidade do solo. Varios estudos tém relatado que o decréscimo de micro-
organismos esté relacionada com os atributos fisicos e quimicos do solo como menor
conteudo de matéria organica, nutrientes e aeracdo nos horizontes mais profundos
(BHATTARAI et al., 2015; WELDMICHAEL et al., 2020). Os Planossolos, apresentam
um horizonte superficial de textura mais leve, que contrasta abruptamente com o
horizonte B pléanico, adensado, de acentuada concentracéo de argila, permeabilidade
lenta ou muito lenta, gerando um horizonte pa que forma um lengol d’agua sobreposto,
de existéncia periodica (EMBRAPA, 2018). Estas caracteristicas podem ter
influenciado na concentracao de bactérias ao longo dos horizontes.
Com relacdo aos Luvissolos, foi observado que a maioria dos perfis apresentaram
pouca variacdo na concentracdo de bactérias ao longo dos horizontes pedogenéticos.
Para o perfil 1 (desertificado) e 2 (em desertificacdo) de Luvissolo foi evidenciado uma
diminuicdo da abundancia de bactérias nos horizontes superficias com relacdo aos
horizontes dos perfis 3 e 4 com vegetacao preservada. Este resultado pode indicar
uma alteragdo na estrutura das comunidades microbianas como consequéncia de
praticas agricolas ndo sustentaveis como foi reportado por LI et al. 2014.
Provavelmente, a vegetacao das areas estudadas e atributos dos Luvissolos como
um horizonte B textural com argila de alta atividade que confere uma alta fertilidade
natural (eutréficos), este influindo na abundancia de bactérias (EMBRAPA, 2018).

O trabalho contribui no acervo cientifico da regido Nordeste do Brasil quanto
ao conhecimento da abundancia de BSF ao longo dos perfis de Luvissolos e
Planossolos visto que a maioria dos trabalhos estdo dirigidos ao isolamento de
bactérias endofiticas ou do solo rizosférico a uma profundidade de 0-20 cm
(FERNANDES-JUNIOR et al. 2015; OLIVEIRA et al., 2016; RIBEIRO et al., 2018; DA
SILVA et al., 2018).

3.4.2 Capacidade de solubilizagéo de fosfato de calcio

As BSF podem ser isoladas em meios de cultura especificos como o NBRIP

(NAUITIYAL, 1999). A formacao de um halo translacido ao redor da colénia bacteriana
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€ indicativo de solubilizacdo de fosfato. No entanto, este critério ndo deve ser
considerado o Unico para o isolamento ja que existem estirpes que ndo formam halo
no meio solido, mas tem a capacidade de solubilizar no meio liquido (NAUITIYAL,
1999, SHARMA et al., 2013). No isolamento de BSF no meio sélido foi demonstrado
que as bactérias ndo formadoras de halo foram capazes de solubilizar fosfato de célcio
em meio liquido.. A partir destes resultados, pode-se afirmar que a formacao de halo
ndo € um bom critério para a selecdo de BSF, sendo necessario determinar a
solubilizac&o de fésforo no meio liquido de todas as bactérias (com e sem halo) para
garantir melhores resultados (NAUITIYAL, 1999; ANZUAY et al., 2013; LIU et al.,
2015; ABREU et al., 2017).

No ensaio de solubilizacdo de fosfato em meio liquido foi evidenciado
diferencas na solubilizacdo de fosfato ao quinto, sétimo e nono dia, provavelmente
devido a diferencas na cinética bacteriana e a capacidade de solubilizacédo de fosfato
de célcio. Uma possivel explicacdo é a saturacdo do meio de cultura com diferentes
espécies quimicas provenientes do metabolismo bacteriano e do proprio mineral
reagido, com formacdo de espécies intermediarias de fosfato conhecidos como
cristais de brushita (ANZUAY et al., 2013; DELVASTO et al., 2006).

Os micro-organismos podem solubilizar o fésforo mediante a liberacdo de
acidos organicos como o glucénico, 2-cetoglucénico, citrico, malico, oxalico,
succinico, lactico, tartarico e glicélico (XU et al., 2019 BRUCKER et al., 2020).. Neste
trabalho foi observada uma diminuicdo do pH do meio de cultura NBRIP inoculado.
Este resultado sugere a acidificacdo do meio devido a producédo de acidos organicos
pelas bactérias para a solubilizagédo de fosforo sendo evidenciado em varios estudos
(ABREU et al., 2017; JOE et al., 2018; BRUCKER et al., 2020).

3.4.3 Solubilizacéo de Zn, producéo AIA, formacédo de EPS e controle

biologico

O presente trabalho forneceu conhecimento de trés BSF eficientes na
solubilizag&o de fosforo capazes de solubilizar 6xido de zinco (PL3J, PL18E e LU3D).
Embora a maioria das BSF nao apresentaram solubilizagcdo de ZnO, as mesmas,
podem ter capacidade de solubilizar outras formas de Zn como carbonato ou sulfato
de zinco, sendo necesséarios futuros ensaios (MUMTAZ et al., 2019; BHATT;

MAHESHWARI, 2020). O zinco (Zn) @ um micronutriente necessario para o
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crescimento das plantas. As plantas podem absorver o Zn como cétion bivalente, no
entanto, uma pequena por¢do do Zn total esta presente na solu¢ao do solo na forma
soluvel. Nas plantas, esta envolvido no metabolismo de carboidratos e nitrogénio,
sintese de auxinas e proteinas, manutencdo da membrana celular e de enzimas
(GOTIA-MISHRA et al.,, 2017; KAMRAN et al.,, 2017). O uso de bactérias
solubilizadoras de Zn (BSZn) é uma alternativa potencial na agricultura para
transformar o Zn inorganico a formas disponiveis. As bactérias solubilizadoras de
zinco (BSZn) podem solubilizar o0 Zn mediante a acidificacdo do meio liberando acidos
organicos (KRITHIKA; BALACHANDAR, 2016; VIDYASHREE et al., 2018). Algumas
BPCPs dos géneros Bacillus, Psedomonas, Rhizobium, Enterobacter, entre outras,
foram reportadas como possiveis candidatas para a solubilizacdo de 6xido de zinco
(Zn0O), carbonato de zinco (ZnCOs3) e fosfato de zinco (Zn3(POa4)2 (KAMRAN et al.,
2017; HUSSAIN et al., 2020).

Quanto aos dados obtidos no ensaio de AIA foi demonstrado que nove dos
isolados avaliados (PL1A, PL1B, PL2L, PL6A, LU10B, LU10E, LU11A, LU11F,
LU13C) tinham capacidade de producdo. Algumas pesquisas relatam que existem
fatores que podem afetar a sintese de AlA, como a concentragdo de triptofano, pH,
temperatura, fontes de carbono e nitrogénio (MOLINA et al., 2018; LIU et al., 2019).
No caso das actinobactérias, sua capacidade de sintetizar produtos bioativos pode
variar segundo os nutrientes e condicbes do cultivo (MYO et al.,, 2019). Uma
caracteristica comum das BPCPs é a capacidade de sintetizar AIA. Este hormdnio
estimula o desenvolvimento das raizes primarias e laterais melhorando a absorcédo de
agua e nutrientes das plantas (MENDOZA-HERNANDEZ et al., 2018; GILBERT et al.,
2018). No entanto, altas concentrac6es de AlA pode inibir o crescimento da raiz. O
AlA é uma molécula de sinalizacdo que atua na interagdo planta- micro-organismo,
mantendo a relacdo simbidtica que tem evoluido entre as plantas hospedeiras e as
BPCPs (DUCA et al., 2014). Em bactérias, o triptofano é o principal precursor para a
biossintese de AIA, mas algumas cepas como Azospirilum brasilense podem
apresentar uma via independente do triptofano (PRINSEN et al., 1996; SPAEPEN et
al., 2007).

Outro mecanismo avaliado foi a producédo de exopolissacarideos (EPS). No
trabalho, foi possivel identificar varios estirpes produtores de EPS (PL1A, PL1E, PL2L,
PL3J, PL6A, PL18E, LU3D, LU10E, LU13C). Os resultados concordam com outros

estudos da regido semiarida do nordeste brasileiro, onde isolaram de solos varias
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bactérias capazes de produzir de EPS (ARAUJO et al., 2020). Os EPS que participam
como moléculas de sinalizacdo no processo de interagdo com plantas, na protecao de
fatores bidticos ou abioticos mediante a formacédo de biofilme e na manutencao da
estabilidade dos agregados do solo. O uso de bactérias produtoras de EPS tem
importancia na formulagdo de biofertilizantes, assegurando a sobrevivéncia e
manutencdo da comunidade microbiana no habitat (GAURI et al., 2012;
FERNANDES-JUNIOR et al., 2010; ARFARITA et al., 2016; NASEEM et al., 2018).
Chang e colaboradores (2007), evidenciaram que os EPS liberados por Pseudomonas
putida sé@o essenciais para manter a hidratacdo celular e a formacéo de biofilme sob
condi¢bes de seca.

Outra habilidade identificada em algumas BPCPs, como Bacillus,
Pseudomonas e Streptomyces, é a capacidade de atuar como agentes de controle
biolégico de fungos patogénicos. Varios fungos como Fusarium, Rhizoctonia,
Sclerotonia, Phytophthora e Aspergillus apresentam propriedades fitopatogénicas e
toxigénicas que afetam diversas culturas (FAHEEM et al., 2015; OLDENBURG et al.,
2017; KHAN et al., 2018). Na presente pesquisa, apenas uma bactéria (PL3J) foi a
mais promissora para o controle do Fusarium sp. Apesar dos resultados, as BSF
podem apresentar inibicdo a outros fungos fitopatogénicos como foi reportado por
Khan et al. (2018). Porém, sdo necessarios mais estudos de antibiose das BSF

selecionadas com outros fungos patogénicos.

3.5 Conclusdes

Os resultados do presente trabalho forneceram conhecimento da abundancia
das BSF ao longo dos perfis de Planossolos e Luvissolos do Nordeste Brasileiro,
sendo um estudo pioneiro na pesquisa do Brasil. Foi observada uma grande
variabilidade morfofisiologica, principalmente de actinobactérias nos horizontes
superficiais e subsuperficiais dos solos estudados. De acordo com os resultados e
critérios de selecdo escolhidos pode-se concluir que as bactérias PL1A, PL1B, PL2L,
PL3J, PL6A, PL18E, LU1OE e LU13C foram as mais eficientes, sendo as
recomendadas para o desenvolvimento de um biofertilizante. A avaliacéo da aplicacao
das BSF em planta proporcionara dados necessarios e complementares para a

formulacdo de um bioinsumo.
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4. INOCULACAO DE BACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE FOSFATO
PROVENIENTES DE PLANOSSOLOS E LUVISSOLOS PROMOVEM
CRESCIMENTO EM MILHO (Zea mays)

RESUMO

No Brasil, a expansdo da superficie semeada com milho (Zea mays) levou a
um aumento do uso de fertilizantes fosfatados, o que torna a agricultura brasileira
vulneravel a futura escassez de reservas de rocha fosfatica e as constantes variacoes
no custo da importacdo. Além disso, o uso excessivo de fertilizantes pode causar
eutrofizacdo de corpos de agua, acumulacdo de metais pesados no solo e afetar a
estrutura e funcionamento da comunidade microbiana dos solos alterando a fertilidade
e consequentemente o rendimento do cultivo. A inoculacdo de bactérias
solubilizadoras de fosfato (BSF) pode ser adotada como uma alternativa sustentavel
para aumentar a disponibilidade do fésforo a planta. O objetivo do trabalho foi avaliar
a capacidade de BSF isoladas de Planossolos e Luvissolos do Nordeste brasileiro em
promover o crescimento do milho (Zea mays) usando distintas fontes de fésforo.
Sementes de milho foram inoculadas separadamente com 8 isolados de BSF (PL1A,
PL1B, PL2L, PL3J, PL6A, PL18E, LU10E, LU13C) e um controle sem inoculacéo.
Logo, foram semeadas em um solo com baixo teor de fésforo, com os tratamentos: P-
(sem fosforo), superfosfato simples (SFS); fosfato natural reativo (FNR) e a
combinacdo SFS+FNR. O experimento foi em esquema factorial (4x9) e conduzido
em casa de vegetacao por 40 dias e avaliado o fosforo disponivel no solo, biomassa
seca de raiz e parte aérea e nutrientes da parte aérea (N, P, K, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn e
Zn). De modo geral, os resultados de fésforo disponivel no solo, biomassa seca e teor
de nutrientes foram superiores para os tratamentos inoculados em relacdo aos nao
inoculados. O valor maximo de P disponivel no solo foi obtido para o tratamento FNR
inoculado com LU10E (78,70 mg.dm). Em relacdo ao conteldo da biomassa seca
da raiz os valores maximos foram para o tratamento FNR inoculado com PL1A (3,00
g.planta-1) e PL1B (2,44 g.plantal) com relacdo aos tratamentos P(-), SFS e
SFS+FNR. Para a biomassa seca da parte aérea o tratamento SFS inoculado com
LU13C e PL1B mostraram valores maximos de 9,46 e 9,01 g.planta, respetivamente,
em relacdo aos tratamentos sem inoculagéo. Os resultados de teor de nutrientes nao
evidenciaram diferencas estatisticamente significativas entre o0s tratamentos
inoculados e sem inoculacéo. Finalmente, pode-se concluir que as cepas bacterianas
selecionadas apresentaram um efeito favoravel no crescimento e desenvolvimento do
milho . No entanto, sdo necessarios estudos no campo para uma melhor avaliacédo e
selecao das cepas para o desenvolvimento de um biofertilizante fosfatado.

Palavras-chave: Micro-organismos solubilizadores de fosforo. Crescimento vegetal.
Fertilizacao fosfatada. Biofertilizante.
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INOCULATION OF PHOSPHATE SOLUBILIZING BACTERIA FROM PLANOSOLS
AND LUVISOLS PROMOTE GROWTH OF MAIZE (Zea mays)

ABSTRACT

In Brazil, the expansion of the cultivated corn (Zea mays) area has led to an
increase in the use of phosphate fertilizers, making brazilian agriculture vulnerable to
future shortages of phosphate rock reserves and constant variations in the cost of
importation. Furthermore, the excessive use of fertilizers can cause eutrophication of
water bodies, accumulation of heavy metals in soil and affect the structure and
functioning of the microbial community in soils, altering fertility and consequently the
crop yield. The inoculation of phosphate solubilizing bacteria (PSB) can be adopted as
a sustainable alternative to increase the availability of phosphorus to the plant. The
objective of this work was to evaluate the capacity of PSB isolated from Planosols and
Luvisols from Northeast Brazil to promote the growth of corn using different sources of
phosphorus. Corn seeds were inoculated separately with 8 PSB (PL1A, PL1B, PL2L,
PL3J, PL6A, PL18E, LU10E, LU13C) and cultivated in a low phosphorus soil with
different treatments: P- (no phosphorus), simple superphosphate (SSP), reactive rock
phosphate (RP) and the SSP+RP combination. The experimente was carried out under
greenhouse conditions for 40 days and evaluated soil available phosphorus, root and
shoot dry biomass and shoot nutrients (N, P, K, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn and Zn). The
results suggest that the inoculation response depends on the source of phosphorus
and the bacterial strain. In general, an increase in soil available phosphorus was
evidenced. The maximum value was for the treatment RP inoculated with LU10E
(78.70 mg.dm-3). For the root dry biomass content, the maximum values were for the
treatment RF inoculated with PL1A (3.00 g.plant-1) and PL1B (2.44 g.plant-1) in
relation to the treatments P (-) , SSP and SSP + RP. For shoot dry biomass, the
treatment SSP inoculated with LU13C and PL1B had the maximum values 9.46 and
9.01 g.plant-1 compared to treatments without inoculation. The results of nutrient
content do not show statistically significant differences between the inoculated and no
inoculated treatments. Finally, it can be concluded that the selected bacterial strains
show a favorable effect in the growth and development of corn, being the PSB with
greater potential for development a phosphate biofertilizer. However, field studies are
needed for a better evaluation and selection of strains.

Keywords: Phosphorus solubilizing microorganism. Plant growth. Phosphorus
fertilization. Biofertilizer.
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4.1 Introducgao

O fésforo (P) € um macronutriente fundamental para o desenvolvimento das
plantas, rendimento e formagéo de graos (KAUR; REDDY, 2015). Na maioria dos
solos do mundo é um dos elementos quimicos que mais limita a produtividade das
culturas, tornando-se necessario o uso de fertilizantes minerais (KHAN et al., 2010;
OTIENO et al., 2015; ANZUAY et al.,, 2017). No entanto, 80 % dos fertilizantes
fosfatados fica indisponivel para as plantas devido a imobilizag&o por precipitagdo com
cations como Ca, Mg, Fe e Al e adsor¢cdo aos minerais de argila (YANG et al., 2011;
DE SOUZA et al., 2021).

Nas proximas décadas, a agricultura devera enfrentar o crescimento
exponencial da populacdo mundial, sendo necessario aumentar a producdo de
alimento de uma forma sustentavel (PEREIRA; CASTRO, 2014). A alta demanda de
fertilizantes fosfatados importados torna a agricultura brasileira vulneravel a futura
escassez de reservas de rocha fosfatica e as constantes variagcbes no custo dos
mesmos (WHITERS et al., 2018). Os fertilizantes fosfatados séo produzidos a partir
da rocha fosféatica, que € tratada quimicamente com acido sulfirico a alta temperatura,
sendo um processo custoso que provoca danos no ambiente (HAMDALI et al., 2008;
DO CARMO et al., 2019). Além disso, 0 uso excessivo de fertilizantes pode causar
eutrofizacdo de corpos de agua, acumulacdo de metais pesados no solo e afetar a
estrutura e funcionamento da comunidade microbiana dos solos alterando a fertilidade
e consequentemente o rendimento do cultivo (LAZCANO et al., 2013; ALORI et al.,
2017; IBARRA-GALENA et al., 2017).

A perda da fertilidade do solo e impacto ambiental causados pelo uso
desmedido de fertilizantes quimicos levou ao desenvolvimento de novas ferramentas
biotecnolégicas, ambientalmente amigaveis (GYANESHWAR et al.,, 2002). A
inoculacdo de bactérias solubilizadores de fosfato (BSF) pode ser empregada como
uma opcéao favoravel para aumentar a disponibilidade do nutriente para a planta,
contribuindo assim, na saude do solo (KHAN et al., 2007; VALETTI et al., 2018;
JANATI et al., 2021). A aplicacdo de BSF, além de diminuir o uso de fertilizantes
fosfatados, pode mobilizar parte do fertilizante aplicado que ficou retido no solo e
torna-lo disponivel para as plantas (KAUR; REDDY, 2015). Ao mesmo tempo, varios
pesquisadores tém estudado a aplicacédo de rocha fosfatica de baixa solubilidade e a

inoculacdo de BSF como uma alternativa sustentavel a fertilizacdo fosfatada
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(HAMDALI et al., 2008; GOMES et al., 2014; RIBEIRO et al., 2018; MATTOS et al.,
2020).

As BSF podem solubilizar o P mineral mediante a producdo de acidos
organicos (acético, férmico, propibnico, lactico, glicélico, fumarico e succinico) e
inorganicos (sulfarico, nitrico e carbonico) e mineralizar o P organico mediante a
producéo de enzimas como fitases e fosfatases acidas e alcalinas (CHUNGOPAST et
al.,, 2021; ESTRADA- BONILLA et al.,, 2021). Adicionalmente as BSF podem
apresentar outros mecanismos de promocao do crescimento vegetal, como producao
de horménios e inibi¢cdo do crescimento de fitopatdgenos (JI et al., 2019; LOBO et al.,
2019; ALORI et al., 2017).

Varios estudos tém demostrado que bactérias dos géneros Azospirillum
Bacillus, Burkholderia, Pseudomonas, Pantoea e Serratia apresentaram bons
resultados na promocao do crescimento de diversas culturas como milho e feijao, com
um aumento significativo no contetdo do P e rendimento de graos (ANZUAY et al.,
2017; DE SOUZA et al., 2021; SILVA et al., 2021; WANG et al., 2021).

Nas regides aridas e semiaridas (como o Nordeste Brasileiro) existe uma
enorme diversidade de bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCPs) com
enorme potencial biotecnol6gico devido a sua alta plasticidade fenotipica (LOBO et
al., 2019). O grupo das Actinobacterias tem chamado a atengcdo de muitos
pesquisadores pelo crescimento micelar e formacgéo de esporos que permite tolerar o
estresse ambiental (SOUMARE et al., 2021; BOUBEKRI et al., 2021). Varios estudos
de solos de ambientes extremos isolaram Actinobacterias com alta capacidade de
solubilizacdo de fosforo sendo potenciais candidatos para a producdo de
biofertilizantes altamente versateis (RADHA et al., 2017; NAFIS et al., 2019).

O Nordeste do Brasil, apresenta uma ampla variedade de ambientes e solos
constituindo uma regido de grande diversidade biolégica (MARQUES et al., 2014;
ARAUJO et al., 2020). No entanto, ainda s&o necessarios trabalhos de bioprospeccéo
de BSF com alto potencial biotecnolégico em solos da regido.

Porém, devido a heterogeneidade de solos sdo indispensaveis estudos de
selecéo de BSF in vitro e in vivo para o desenvolvimento de biofertilizantes funcionais
e confiaveis como ferramenta para apoiar a agricultura sustentavel (ALORI et al.,
2017; LOBO et al., 2019).

O milho (Zea mays) é uma das culturas de cereais mais importantes do mundo,

usada principalmente como alimento, sendo uma fonte de renda para varios paises
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em desenvolvimento (NGOUME; MUTENGWA, 2020). No milho, o P é necessério no
inicio da germinacgéo até os 35-40 dias, na floragdo e enchimento de gréos, sendo as
ultimas etapas as mais dependentes do nutriente (SILVA et al., 2021).

O Brasil € o terceiro produtor mundial de milho, com um area cultivada estimada
de 18,5 milhdes de ha na safra 2019/2020, correspondendo a uma producgéo de 100
milhdes de toneladas (CONAB, 2020). A expansdo da area cultivada para uma maior
producdo levou ao aumento do uso de fertilizantes em particular os fosfatados
(WHITERS et al., 2018). Estratégias alternativas de manejo para reduzir o uso de
fertilizantes fosfatados séo cada vez mais valorizadas visando a sustentabilidade dos
sistemas agricolas e a saude do solo (KHAN et al., 2007; DO CARMO et al., 2019;
SOUMARE et al., 2020).

Diante o exposto, o objetivo do trabalho foi avaliar a capacidade de bactérias
solubilizadoras de fosfato isoladas de Planossolos e Luvissolos do Nordeste Brasileiro
em promover o crescimento do milho (Zea mays) usando distintas fontes de fésforo

em condi¢Bes controladas para o desenvolvimento de um biofertilizante.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Selecao das BSF

Foram selecionadas oito BSF a partir de uma colecédo de 170 BSF isoladas de
Planossolos e Luvissolos. Os critérios de selecdo das bactérias foram os seguintes:
a) apresentar diferencas nas caracteristicas morfofisioldgicas das bactérias de acordo
com cor, forma, elevacdo, borda, superficie, formacdo de halo; a) apresentar
solubilizacéo de fosfato de céalcio no meio liquido NBRIP 2 160 mg.L™%; b) mostrar uma
eficiéncia de solubilizacdo de fosfato de calcio sem reducdo significativa da
capacidade de solubilizacdo ao longo do tempo; c) apresentar pelo menos um
mecanismo de promoc¢ao do crescimento vegetal como alta producéo de AIA, EPS,
ou solubilizacdo Zn e antagonismo com Fusarium sp.

Tendo em vista estes parametros, as bactérias selecionadas foram PL1A,
PL1B, PL2L, PL3J, PL6A, PL18E, LU10E, LU13C (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas das bactérias solubilizadoras de fosfato de célcio
selecionadas de Planossolos e Luvissolos. A selecdo das bactérias foi baseada em
diferencas morfofisioldgicas, solubilizagdo de fosfato de calcio 2 160 mg.Lt sem
reducéo significativa da capacidade de solubilizacdo ao longo do tempo e apresentar
pelo menos um mecanismo de promocao do crescimento vegetal como alta producéo
de AIA, EPS, ou ISZn e antagonismo com Fusarium sp.

. P P
origem do P (mg/L) AlA Prod. EPS Prod. F.
Isolado ) (mglL) o 1 (mg/L) pH I1SZn
isolado 50 dia 7° dia 9° dia (ug/ml)  AIA (mm) EPS  sp.
Horizonte A
PL1A  perfil1 1106 b 145,1b 160,5b 51c X 179c alta 185¢c alta X
Planossolo
Horizonte. A
PL1B  perfil 1 110,2 b 213,7a 2282b 52c X 10,8 e alta X X X
Planossolo
Horizonte. AE
PL2L perfil 1 162,8 b 159,1 b 161,2 b 49c X 11,3 e alta 9,79 baixa X
Planossolo
Horizonte Bt
PL3J perfil 1 84,6 b 1779b 18760b 51c 24a X X 149e alta  sim
Planossolo
Horizonte A
PL6A  perfil 2 62,2 b 130,2b 160,0b 58b X 34,7b alta 16,3d alta X
Planossolo
Horizonte Ap2
PL18E  perfil 4 330,2a 2486a 422,7a 3,9d 26a X X 39,7a alta X
Planossolo
Horizonte Bt
perfil 3
LU10E -uvissolo 1743b 2453a 2399b 3,5d X 14,5d alta 24,0b alta X
Horizonte A
LU13C perfil 4 108,7b 158,4b  160,7b 4,0d X 375a alta 6,7 h baixa X
Luvissolo
Controle X 16,4 b 9,3¢c 12,7c 6,8a X X X X X X

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade

4.2.2 Preparo e aplicagcdo do in6culo bacteriano

As BSF foram cultivadas previamente em meio TSA (Agar Triptona de Soja) e
transferidas para meio TSB (Caldo Triptona Soja) por 4 dias a 30 ° C e 150 rpm. Os
inéculos foram ajustados para uma absorbancia igual a 1 (108 UFC.mL™1) com solucgéo
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salina estéril (NaCl 0,85%), em comprimento de onda igual a 550 nm segundo a
metodologia proposta por Ribeiro et al. (2018) com modificagdes.

Sementes de milho (Zea mays) da variedade Sao Jose (BR 5026) foram
desinfestadas superficialmente, por meio da imersdo em alcool 70% por 3 minutos,
hipoclorito de sédio 2% por 7 minutos, &lcool 70% por 1 minuto, seguido de 8 lavagens
sucessivas com agua destilada estéril. Foram realizadas 4 covas por vaso de 3 kilos
e colocadas 3 sementes por cova a uma profundidade de 2 cm. Sobre a superficie
das sementes foram aplicados 5 mL do in6culo bacteriano por cova (Figura 1).

Figura 1. Aplicagéo dos inoculantes bacterianos sobre a superficie das sementes de
milho previamente desinfetadas

4.2.3 Instalacdo do experimento em casa de vegetacao

O solo utilizado no experimento foi um Argissolo Amarelo com baixa
disponibilidade de P coletado a uma profundidade de 0- 20 cm de uma area rural no
municipio de Moreno, PE (08°07'07" S e 35°05'32"). As caracteristicas fisicas e
guimicas do solo determinadas pela metodologia da EMBRAPA (2017) foram as
seguintes: areia 420 g.Kg?, silte 345 g.kg?, argila 235 g.Kg?, pH H20 =5,3; Al= 0,3
cmolcdm3; Ca= 2,5 cmolcdm™3; Mg=1,15 cmolcdm3; K=0,08 cmolcdm3, NT= 1,18 g.Kg-
1; CO= 23,33 g.kg1, P=1,56 mg.dm3, H+Al= 5,53 cmolc.dm-3,
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O solo foi peneirado em malha de 5 mm e acondicionado em vasos. A calagem
foi feita 20 dias antes do montagem do experimento com carbonato de célcio e de
magneésio na proporcédo 3:1, elevando o pH a 6,4 pelo método de incubacéo.

Foram avaliado 4 tratamentos: sem P (P-); superfosfato simples (SFS) com
18% de P20s; fosfato natural reativo de fosforita (FNR) com 12,56% de P20s total e
3,6% de solubilidade em &cido citrico e a combinacao ¥ dose de FNR + % dose de
SFS (SFS+FNR) (Tabela 2). A dose de fosforo aplicada foi definida com base na
recomendacao para a cultura de milho da variedade S&o José para o estado de
Pernambuco, que é 60 Kg.ha' de P20s (IPA, 2008). Um dia antes da inoculacéo
bacteriana foi adicionada em todos os tratamentos solug&o nutritiva sem P (DA SILVA
et al., 2017).

O experimento foi instalado em esquema fatorial (4x9) de 4 tratamentos (fontes
de fésforo), 8 bactérias e um controle sem inocular, inteiramente casualizado com 4
repeticdes, totalizando 144 unidades experimentais..As plantas de milho foram
crescidas sob condi¢cdes ambientais controladas por 40 dias e regadas regularmente
com agua destilada (Figura 2). Aos dez dias ap0s a semeadura, efetuou-se o

desbaste, deixando-se 2 plantas por vaso.
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Figura 2. Plantas de milho aos 40 dias de inoculagdo com BSF e diferentes fontes
de fésforo

4.2.4 Fésforo disponivel no solo

Apés a coleta das plantas, para cada tratamento foi determinado o P disponivel

no solo com a solugéo Mehlich-1, segundo a metodologia proposta por Teixeira et al.
-1
(2017). Foram adicionados 100 ml de solucéo extratora Mehlich-1 (HCI 0,05 mol.L e

H2S04 0,0125 moI.L'l) em 10 g de solo (TFSA) e agitado durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Foi pipeteado 5 ml do extrato e adicionado 10 ml de solucdo
acida de molibdato de aménio diluida e 30 mg de &cido ascérbico em p6. A solucéo
foi misturada e deixada em repouso por 1 hora e medida a absorbancia a 660 nm. A
partir de uma solucéo estoque padrdo de 1, 2, 3. 4, 5 mg.L* de P foi determinada a
concentracéo de P presente em cada amostra.
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4.2.5 Crescimento vegetal

Apos a coleta da parte aérea (folha e caule) e raizes das plantas (Figura 2) foi
realizado a secagem do material em estufa com circulacdo forcada de ar, sob
temperatura de 65 °C até atingir massa constante.

As amostras da parte aérea foram moidas em moinho tipo Willye TE-650 para
a determinacao dos teores de nitrogénio, fésforo, potassio, calcio, magnésio, cobre,
ferro, manganés e zinco. Para a obtencéo dos teores totais de N, as amostras da parte
aérea foram digeridas de acordo com o método de Kjeldahl, e por digestao
nitroperclorica para os teores totais de K, P, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn e Zn (EMBRAPA,
2009). Os teores totais de N foram obtidos por destilacdo, K por fotometria de chama,
e P, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn e Zn por espectrometria de emissdo Gtica com plasma
acoplado indutivamente (ICP OES Perkin Elmer 7000 DV).

4.2.6 Andlises estatisticas

Os dados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste Scott-Knott a 5 % de probabilidade, por meio do programa
InfoStat/L (DI RIENZO et al., 2020).

4.3 Resultados

4.3.1 Fosforo disponivel no solo

De forma geral, os resultados obtidos para o teor de fésforo disponivel no solo
foram maiores nos tratamentos com fosfato natural reativo (FNR) e superfosfato
simples (SFS) em relacéo aos tratamentos sem fésforo (P-) e SFS+FNR.

O valor maximo de P disponivel foi para o tratamento FNR inoculado com
LU10E (78,70 mg.dm3), em comparacdo com os demais tratamentos, apresentando
diferencas significativas (p<0,05) em relagcéo ao tratamento sem fosforo controle (P-
sem inocular) (Figura 3, Tabela 2).

Para o tratamento SFS, o inéculo LU13C apresentou o maior resultado de P
disponivel (69,89 mg.dm3) com diferencas significativas (p<0,05) em relacdo ao

tratamento P(-) controle (Figura 4, Tabela 2).
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Para o tratamento SFS+FNR os in6culos LU13C e PL1B, mostraram os valores
maximos de 49,50 mg.dm=3e 47,07 mg.dm3, respectivamente (Figuras 5 e 6), sem

diferencas significativas em relacao ao tratamento P(-) controle (Tabela 2).

P(-) controle 4 FNR LU10E

Figura 3. Plantas de milho em resposta aos tratamentos P(-) controle (esquerda) e
FNR inoculado com LU10E (direita), aos 40 dias de inoculagéo

P(-) controle SFS LU13C

Figura 4. Plantas de milho em resposta aos tratamentos P(-) controle (esquerda) e
SFS inoculado com LU13C (direita), aos 40 dias de inoculacao
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P(-) controle SFS+FNR LU13C

Figura 5. Plantas de milho em resposta aos tratamentos P(-) controle (esquerda) e
SFS+FNR inoculado com LU13C (direita), aos 40 dias de inoculagéo

P(-) controle — SFS+FNR PL1B

Figura 6. Plantas de milho em resposta aos tratamentos P(-) controle (esquerda) e
SFS+FNR inoculado com PL1B (direita), aos 40 dias de inoculagéo
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Tabela 2. Fésforo disponivel no solo dos tratamentos sem P (P-), superfosfato simples
(SFS), fosfato natural reativo (FNR) e SFS+FNR, inoculados com PL1A, PL1B, PL2L,
PL3J, PL6A, PL18E, LU10E, LU13C e controle (sem inocular)

P disponivel no solo (mg.dm)

Tratamento
In6culo P(-) SFS FNR SFS+FNR
PL1A 24,31 Cc 36,16 Cc 28,91 Cc 35,45 Cc
PL1B 32,19 Cc 58,83 Bb 38,36 Cc 47,09 Cc
PL2L 33,31 Cc 35,43 Cc 37,64 Cc 39,65 Cc
PL3J 35,27 Cc 37,38 Cc 39,28 Cc 34,90 Cc
PL6A 41,95 Cc 40,12 Cc 41,09 Cc 41,31 Cc
PL18E 32,52 Cc 42,42 Cc 45,43 Cc 39,11 Cc
LU10E 41,83 Cc 4455 Cc 78,70 Aa 38,01 Cc
LU13C 40,39 Cc 69,89 Aa 38,55 Cc 49,50 Cc
Controle 33,35 Cc 73,30 Aa 53,99 Bb 36,71 Cc

Médias seguidas da mesma letra mailscula na coluna e mesma letra mindscula na linha, néo diferem
entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade

4.3.2 Crescimento vegetal

De modo geral, os resultados de massa seca de raiz (MSR) foram superiores
para os tratamentos inoculados em relacéo aos néo inoculados (Tabela 3).

O tratamento FNR apresentou os valores maximos de MSR com relacdo aos
tratamentos P(-), SFS e SFS+FNR. Os resultados foram 3,00 e 2,44 g.planta? para
os in6culos PL1A e PL1B, respectivamente (Figuras 7 e 8). Além disso, foi evidenciado
gue a inoculacéo dos estirpes PL1A e PL1B favoreceu o desenvolvimento da raiz de
milho sem aplicacdo de fésforo, com resultados iguais a 2,37 e 2,31 g.planta?,
respectivamente (Tabela 3). No entanto, os resultados ndo mostraram diferencas

significativas (p< 0,05).
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Figura 7. Raizes das plantas de milho em resposta aos tratamentos P(-) controle,
P(-) PL1A, SFS PL1A, FNR PL1A, SFS+FNR PL1A (de esquerda a direita), aos 40
dias de inoculacéo

!
o
Pl-) FLAG EF3 YLAD
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Figura 8. Raizes das plantas de milho em resposta aos tratamentos P(-) controle,
P(-) PL1B, SFS PL1B, FNR PL1B, SFS+FNR PL1B (de esquerda a direita), aos 40
dias de inoculacéo
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Tabela 3. Massa seca de raiz (MSR) das plantas de milho para os tratamentos sem
P (P-), superfosfato simples (SFS), fosfato natural reativo (FNR) e SFS + FNR,
inoculados com PL1A, PL1B, PL2L, PL3J, PL6A, PL18E, LU10E, LU13C e controle
(sem inocular)

MSR (g.planta™)

Tratamento

In6culo P(-) SFS FNR SFS+FNR
PL1A 2,37 Aa 2,00 Aa 3,00 Aa 1,87 Aa
PL1B 2,31 Aa 1,93 Aa 2,44 Aa 2,11 Aa
PL2L 2,08 Aa 2,23 Aa 2,00 Aa 2,03 Aa
PL3J 1,98 Aa 1,60 Aa 1,91 Aa 1,87 Aa
PL6A 1,45 Aa 2,13 Aa 2,10 Aa 1,76 Aa
PL18E 1,97 Aa 1,72 Aa 1,89 Aa 1,73 Aa
LU10E 1,46 Aa 2,17 Aa 2,05 Aa 1,73 Aa
LU13C 2,01 Aa 1,78 Aa 2,10 Aa 2,10 Aa
controle 2,06 Aa 1,78 Aa 2,39 Aa 1,99 Aa

Médias seguidas da mesma letra mailscula na coluna e da mesma letra mindscula na linha, ndo
diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade

Para os resultados de massa seca da parte aérea (MSPA) foi observado que
alguns tratamentos inoculados apresentaram valores superiores em comparacao aos
tratamentos sem inocular. Apesar de ter observardo um maior desenvolvimento da
parte aérea das plantas de milho tratadas com SFS LU13C e PL1B (Figura 4 e 9) com
resultados iguais a 9,46 e 9,01 g.planta? e para o tratamento FNR PL1B e PL6A
(Figuras 10 e 11) com resultados iguais a 8,60 e 8,21 g.planta?, ndo foram

evidenciadas diferencas estatisticas com relagdo aos tratamentos controle (Tabela 4).
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Tabela 4. Massa seca da parte aérea (MSPA) das plantas de milho para os
tratamentos sem P (P-), superfosfato simples (SFS), fosfato natural reativo (FNR) e
mistura SFS + FNR, inoculados com PL1A, PL1B, PL2L, PL3J, PL6A, PL18E, LU10E,
LU13C e controle (sem inocular)

MSPA (g.planta®)

Tratamento

In6culo P(-) SFS FNR SFS+FNR
PL1A 7,49 Aa 8,13 Aa 7,49 Aa 8,03 Aa
PL1B 7,34 Aa 9,01 Aa 8,60 Aa 8,08 Aa
PL2L 6,85 Aa 7,87 Aa 6,87 Aa 8,04 Aa
PL3J 8,25 Aa 8,52 Aa 6,82 Aa 7,02 Aa
PL6A 7,22 Aa 8,63 Aa 8,21 Aa 8,71 Aa
PL18E 8,10 Aa 8,36 Aa 7,75 Aa 7,37 Aa
LU10E 7,68 Aa 8,35 Aa 7,90 Aa 7,99 Aa
LU13C 7,92 Aa 9,46 Aa 8,20 Aa 7,87 Aa
controle 7,76 Aa 7,21 Aa 7,19 Aa 8,72 Aa

Médias seguidas da mesma letra mailscula na coluna e da mesma letra mindscula na linha, n&do
diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade

P(-) controle , SFS PL1B

Figura 9. Plantas de milho em resposta aos tratamentos P(-) controle (esquerda) e
SFS inoculado com PL1B (direita), aos 40 dias de inoculagéo
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(P-) controle

‘ FNRPL1B
/

Figura 10. Plantas de milho em resposta aos tratamentos P(-) controle (esquerda) e
FNR inoculado com PL1B (direita), aos 40 dias de inoculacéo

P(-) controle FNR PL6A

Figura 11. Plantas de milho em resposta aos tratamentos P(-) controle (esquerda) e
FNR inoculado com PL6A (direita), aos 40 dias de inoculacéo
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4.3.3 Nutrientes em plantas de milho

Os resultados de teores de macronutrientes N, P, K, Ca e Mg em plantas de
milho, ndo mostraram diferencas significativas entre os tratamentos inoculados e
controle. Para os teores de N, o tratamento P(-) PL6A mostrou o maior valor (42,35
g.Kg?t), sem diferencas estatisticas com o tratamento controle. Em relacéo aos teores
de P, entre os tratamentos inoculados, o tratamento SFS PL2L (2,81 g.Kg?l) e
SFS+FNR LU13C (2,73 g.Kg?') apresentaram os maiores valores, sem diferencas
significativas com relacéo ao tratamento controle. Para os teores de K, os tratamento
P(-) inoculado com PL1A (0,41 g.Kg?') e PL2L (0,45 g.Kg?) e FNR inoculado com
PL6A (0,42 g.Kg?) e PL3J (0,40 g.Kg™!) revelaram os maiores valores, sem diferencas
significaticas com o tratamento controle . Em relagdo aos teores de Ca, o tratamento
P(-) inoculado com PL6A (5,99 g.Kg?) apresentou o maximo valor e para o Mg foi o
tratamento SFS PL3J (10,86 g.Kg?'), no entanto, ndo houveram diferencas

significativas com os tratamentos controle (Tabela 5).
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Tabela 5. Teor de N, P, K, Ca e Mg da parte aérea de milho para os tratamentos
sem P (P-), superfosfato simples (SFS), fosfato natural reativo (FNR) e mistura SFS
+ FNR inoculado com BSF PL1A, PL1B, PL2L, PL3J, PL6A, PL18E, LU10E, LU13C
e controle (sem inocular)

Tratamento
Nutriente In6culo P(-) SFS FNR SFS+FNR
PL1A 24,57 Aa 30,42 Aa 38,92 Aa 33,32 Aa
PL1B 31,99 Aa 34,90 Aa 32,94 Aa 34,27 Aa
PL2L 34,02 Aa 35,56 Aa 35,25 Aa 36,40 Aa
N (g.Kg?) PL3J 33,74 Aa 39,41 Aa 34,56 Aa 38,78 Aa
PL6A 42,35 Aa 39,41 Aa 32,97 Aa 39,27 Aa
PL18E 35,07 Aa 33,95 Aa 32,59 Aa 37,21 Aa
LU10E 33,18 Aa 35,32 Aa 32,06 Aa 40,32 Aa
LU13C 34,58 Aa 29,16 Aa 31,57 Aa 38,47 Aa
controle 30,21 Aa 43,30 Aa 33,11 Aa 35,14 Aa
PL1A 2,05 Bb 2,50 Aa 2,18 Bb 2,22 Bb
PL1B 2,22 Bb 2,32 Aa 2,24 Bb 1,93 Bb
PL2L 2,60 Aa 2,81 Aa 2,65 Aa 1,67 Bb
P (9.Kg™?) PL3J 1,89 Bb 2,40 Aa 2,59 Aa 2,39 Aa
PL6A 2,14 Bb 1,89 Bb 2,34 Aa 2,17 Bb
PL18E 2,17 Bb 2,15 Bb 1,94 Bb 2,15 Bb
LU10E 1,94 Bb 2,24 Bb 2,02 Bb 2,00 Bb
LU13C 1,98 Bb 2,02 Bb 1,92 Bb 2,73 Aa
controle 2,57 Aa 3,39 Aa 2,94 Aa 2,55 Aa
PL1A 0,41 Aa 0,39 Aa 0,39 Aa 0,35 Aa
PL1B 0,36 Aa 0,37 Aa 0,33 Aa 0,34 Aa
PL2L 0,45 Aa 0,35 Aa 0,29 Aa 0,21 Aa
K (g.Kg™?) PL3J 0,35 Aa 0,37 Aa 0,40 Aa 0,32 Aa
PL6A 0,36 Aa 0,36 Aa 0,42 Aa 0,32 Aa
PL18E 0,37 Aa 0,36 Aa 0,38 Aa 0,35 Aa
LU10E 0,29 Aa 0,35 Aa 0,35 Aa 0,28 Aa
LU13C 0,38 Aa 0,39 Aa 0,36 Aa 0,35 Aa
controle 0,36 Aa 0,39 Aa 0,33 Aa 0,26 Aa
PL1A 4,60 Aa 4,78 Aa 4,53 Aa 4,57 Aa
PL1B 4,56 Aa 5,28 Aa 5,16Aa 5,23 Aa
PL2L 5,12 Aa 4,91 Aa 4,55 Aa 5,10 Aa
Ca (g.kg) PL3J 4,86 Aa 5,43 Aa 4,49 Aa 5,09 Aa
PL6A 5,99 Aa 4,79 Aa 4,21 Bb 3,77 Bb
PL18E 3,86 Bb 3,74 Bb 3,37 Bb 3,87 Bb
LU10E 3,44 Bb 4,13,Bb 3,69 Bb 3,48 Bb
LU13C 3,57 Bb 3,69 Bb 3,46 Bb 4,32 Bb
controle 4,72 ab 5,22 Aa 4,58 ab 4,18 Bb
PL1A 7,42 Aa 9,91 Aa 8,49 Aa 8,02 Aa
PL1B 9,11 Aa 8,75 Aa 7,89 Aa 9,02 Aa
PL2L 9,30 Aa 8,89 Aa 7,47 Aa 8,58 Aa
Mg (9.kg?) PL3J 6,44 Aa 10,86 Aa 5,25 Aa 7,21 Aa
PL6A 10,18 Aa 7,89 Aa 9,02 Aa 8,39 Aa
PL18E 7,52 Aa 7,88 Aa 5,99 Aa 8,11 Aa
LU10E 8,49 Aa 9,62 Aa 8,41 Aa 7,83 Aa
LU13C 8,04 Aa 8,17 Aa 7,30 Aa 8,33 Aa
controle 9,32Aa 10,10 Aa 9,23 Aa 7,29 Aa

Médias seguidas da mesma letra mailscula na coluna e da mesma letra minuscula na linha, ndo
diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade

Os resultados dos teores de micronutrientes Cu, Fe, e Zn ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos inoculados e sem
inocular (Tabela 6). Para os teores de Cu o maior valor foi obtido para o tratamento
P(-) LU10E (6,13 mg.Kg?); para o Fe foi P(-) PL3J (97,23 mg.Kg?); para o Mn foi P(-
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) PL6A (40,18 mg.Kg-1) e para o Zn foi o tratamento P(-) PL6A (32,90 mg.Kg™), no
entanto, ndo houveram diferencas significativas em relagéo aos tratamentos controle
(Tabela 6).

Tabela 6. Teor de Cu, Fe, Mn e Zn da parte aérea de milho para os tratamentos P(-),
SFS, FNR e SFS+FNR inoculado com BSF PL1A, PL1B, PL2L, PL3J, PL6A, PL18E,
LU10E, LU13C e controle (sem inocular)

Tratamento
Nutriente Inéculo P(-) SFS FNR SFS+FNR
PL1A 5,21 Aa 3,94 Aa 4,90 Aa 4,44 Aa
PL1B 4,93 Aa 3,94 Aa 5,38 Aa 4,86 Aa
PL2L 5,83 Aa 4,21 Aa 5,00 Aa 4,85 Aa
Cu (mg.kg™) PL3J 3,94 Aa 5,35 Aa 5,65 Aa 5,24 Aa
PL6A 6,03 Aa 4,45 Aa 5,18 Aa 5,23 Aa
PL18E 5,56 Aa 4,16 Aa 4,88 Aa 5,41 Aa
LU10E 6,13 Aa 5,06 Aa 5,75 Aa 4,90 Aa
LU13C 5,34 Aa 4,15 Aa 4,91 Aa 4,36 Aa
Controle 5,04 Aa 4,10 Aa 4,36 Aa 3,78 Aa
PL1A 55,56 Aa 59,76 Aa 62,26 a 57,96 Aa
PL1B 67,58 Aa 61,60 Aa 83,14 Aa 63,63 Aa
PL2L 76,68 Aa 50,89 Aa 89,40 Aa 63,69 Aa
Fe (mg.kg?) PL3J 97,23 Aa 73,64 Aa 60.95 Aa 79,41 Aa
PL6A 58,94 Aa 66,05 Aa 59,57 Aa 65,01 Aa
PL18E 61,49 Aa 59,19 Aa 85,39 Aa 69,98 Aa
LU10E 59,34 Aa 83,16 Aa 55,26 Aa 64,19 Aa
LU13C 60,26 Aa 56,59 Aa 78,34 Aa 61,66 Aa
Controle 55,88 Aa 68,00 Aa 50,34 Aa 47,20 Aa
PL1A 28,06 Aa 34,95 Aa 30,76 Aa 32,99 Aa
PL1B 26,43 Aa 34,51 Aa 32,63 Aa 34,79 Aa
PL2L 34,43 Aa 34,16 Aa 30,60 Aa 34,99 Aa
Mn (mg.kg?) PL3J 26,50 Aa 37,50 Aa 30,45 Aa 33,01 Aa
PL6A 46,18 Aa 31,84 Aa 27,25 Aa 32,00 Aa
PL18E 34,59 Aa 38,86 Aa 32,23 Aa 35,18 Aa
LU10E 29,21 Aa 36,38 Aa 27,25 Aa 26,96 Aa
LU13C 33,56 Aa 38,48 Aa 28,88 Aa 32,10 Aa
Controle 25,19 Aa 31,20 Aa 24,44 Aa 21,64 Aa
PL1A 31,71 Aa 26,46 Aa 26,31 Aa 25,90 Aa
PL1B 25,74 Aa 23,68 Aa 30,15 Aa 30,68 Aa
PL2L 30,41 Aa 25,03 Aa 24,99 Aa 26,81 Aa
Zn (mg.kg?t) PL3J 25,90 Aa 30,93 Aa 28,14 Aa 33,71 Aa
PL6A 32,90 Aa 26,31 Aa 27,23 Aa 25,48 Aa
PL18E 30,68 Aa 29,04 Aa 24,83 Aa 26,74 Aa
LU10E 29,88 Aa 27,54 Aa 28,16 Aa 25,30 Aa
LU13C 27,83 Aa 24,13 Aa 21,84 Aa 25,24 Aa
Controle 27,09 Aa 25,56 Aa 23,95 Aa 19,81 Aa

Médias seguidas da mesma letra mailscula na coluna e da mesma letra mindscula na linha, nédo
diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade
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4.4 Discussao

Neste trabalho, foi avaliado o efeito da inoculacdo de BSF, provenientes de
Planossolos e Luvissolos, em milho com diferentes fontes de fésforo . Com relagéo
aos resultados de P disponivel no solo, apenas o tratamento com rocha fosfatica
(FNR) inoculado com LU10E e SFS inoculado com LU13C apresentaram um aumento
significativo dos niveis de fosforo no solo em comparacdo com o tratamento sem
fosforo controle. Para os resultados de MSR, MSPA e teores de nutrientes, ndo foram
evidenciadas diferencas significativas entre os tratamentos inoculados e controle,
provavelmente pelo curto praco do experimento em casa de vegetacao. Ribeiro et al.
(2019), destacam que os experimentos a longo prazo demonstram com maior clareza
a biosolubilizacdo da rocha fosfética, principalmente na acumulacao de fosforo na
biomassa e nos gréos de milheto. Hameeda et al. (2008), observaram um aumento
significativo na parte aérea e rendimento de grados em milho, inoculado com bactérias
solubilizadoras de fosforo dos géneros Pseudomonas e Serratia, com diferentes
fontes de fésforo em um experimento conduzido em casa de vegetagdo e campo por
um periodo de 96 dias. Em outros trabalhos semelhantes, a BSF do género Bacillus
foi inoculada em diversas culturas como milho (GOMES et al., 2014) e sorgo
(MATTOS et al., 2020), com adicao de rocha fosfatica, observando um aumento na
biomassa de raizes, parte aérea e conteudo de nutrientes como N e P aos 50 dias.
Por tanto, futuras avaliacbes das BSF em campo séo necessarias para a selecdo das
bactérias mais eficientes para o desenvolvimento de um biofertilizante.

Assim mesmo, foi observado um comportamento diferente das bactérias com distintas
fontes de fosforo, principalmente para os dados de P disponivel e biomassa seca.
Vérios estudos tem relatado que o potencial dos micro-organismos de solubilizar o
fésforo é variavel e depende dos mecanismos de solubilizacdo e sua habilidade de
liberar o fosforo no solo, assim como a genética dos estirpes e o tipo de rocha fosfatica
(GOMES et al., 2014; BILLAH et al., 2019; SILVA et al., 2021). As BSF selecionadas
apresentavam uma alta capacidade de solubilizacdo de fosfato de calcio e, pelo
menos, algum outro mecanismo de promog¢édo do crescimento de plantas como
producdo de &cido indol- acético (AIA), exopolisacaridos (EPS) ou solubilizagdo de
zinco, os quais podem interferir na eficiéncia dos micro-organismos selecionados
como inoculantes. Outros fatores que influenciam na aptidao das cepas bacterianas é

a habilidade de colonizar as raizes das plantas, os exsudados radiculares liberados,
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a competéncia microbiana, sobrevivéncia no solo e a expressdo de genes para a
comunicacao celular via quorum sensing (SOUZA et al., 2015).

Outro resultado interessante foi observado no tratamento sem fosforo, no qual
algumas cepas bacterianas incrementaram o P disponivel no solo e biomassa seca
de raiz e parte aérea em comparacdo com o tratamento P(-) controle. Resultados
semelhantes foram encontrados por Ribeiro e colaboradores (2018), em que cepas
de Bacillus mostraram um aumento significativo no peso seco de raiz e parte aérea,
N e P em plantas de milheto sem adicédo de fosforo no solo, devido aos diferentes
mecanismos de solubilizagéo dos estirpes.

Futuros estudos como a identificacdo genética das bactérias e andlises de
acidos organicos produzidos podem ajudar a compreender o comportamento das

bactérias na solubilizacédo do fosforo

4.5 Conclusdes

As bactérias solubilizadoras de fosfato selecionadas apresentaram um efeito
favoravel no crescimento e desenvolvimento do milho. O tratamento FNR inoculado
com estas BSF mostrou resultados positivos, principalmente para a disponibilidade de
fésforo no solo e biomassa seca de raiz e parte aérea. Finalmente, pode-se concluir
que as cepas PL1A, PL1B, PL2L, PL3J, PL6A, PL18E, LU10E e LU13C apresentam
potencial para o desenvolvimento de um biofertilizante fosfatado, sendo necessaria

sua avalicdo em campo, seja separadas ou em consorcio.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Como manejo inadequado do solo e as mudancas climaticas justificam o
desenvolvimento de novas tecnologias sustentaveis, visando suportar a demanda de
alimentos como consequéncia do aumento da populagdo mundial. Frente a esse
cenario, os biofertilizantes sdo uma alternativa econbémica e ambientalmente
favoravel. O Brasil é o maior produtor de milho da regido e o terceiro no mundo, no
entanto, o0 aumento da area cultivada levou a um incremento no uso de fertilizantes,
importados em sua maioria.

Apesar do avanco cientifico na busca de ferramentas biotecnoldgicas para
uma agricultura sustentavel ainda sdo necessarios estudos de prospeccéo de micro-
organismos devido a variabilidade de ambientes e solos que apresenta o Brasil. O
presente trabalho forneceu conhecimento da diversidade de BSF ao longo dos perfis
de Planossolos e Luvissolos do Nordeste Brasileiro elaborando a primeira
bacterioteca com mais de 170 estirpes de alto potencial biotecnoldgico. Além disso,
foram avaliados outros mecanismos de promoc¢do do crescimento vegetal das
melhores estirpes e provadas na cultura de milho obtendo resultados promissores
para o desenvolvimento de um biofertilizante fosfatado

A partir dos resultados obtidos no trabalho as etapas a seguir sdo :

a) ldentificar geneticamente as BSF selecionadas (PL1A, PL1B, PL2L, PL3J,

PL6A, PL18E, LU10E e LU13C);

b) Avaliar em campo o efeito da inoculagdo das BSF com diferentes fontes de
fésforo em milho e outras culturas como soja e sorgo;

c) Avaliar a eficiéncia das BSF em solubilizar outras fontes de fosfato como fosfato
de aluminio e ferro;

d) Determinar os acidos organicos produzidos pelos estirpes avaliados;

e) Analizar as capacidade das BSF de mineralizar fosforo organico mediante a
producédo de enzimas como fosfatases e fitases;

f) Avaliar o efeito da inoculagdo de BSF na formag&o de micorrizas em plantas

de milho.
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ANEXOS

ANEXO A Caracteristicas quimicas dos Planossolos e Luvissolos

Tabela 1. Caracteristicas quimicas dos Planossolos

Perfil Hori Profundidade pH P K* Ca* Mg+2 Na* SB H+Al T \% C

orizonte (cm) (H20) ~(mgkg-1) (cmolc.dm-3) )  (9.Kg-1)

A 0-10 5,35 10,03 0,46 7,24 7,05 0,1 14,85 459 19,44 76 16,61

AE 10-21 5,65 4,31 0,16 4,17 5,57 0,08 9,98 295 12,93 7 6,95

PL1 Bt 21-48 5,95 1,95 0,07 9,28 17,33 1,61 28,29 3,1 31,39 90 5,93
BCn 48-80 6,5 1,79 0,07 10,4 18,64 2 31,11 2,24 33,35 93 3,99

Crn/R 80-110+ 7,35 3,23 0,08 13,37 23,93 2,75 40,13 2,53 42,66 94 1,85

A 0-8 6,75 23,96 0,29 4,22 2,4 0,17 7,08 2,3 9,38 75 11,45

PL2 E 10-25 6,7 3,2 0,23 2,92 2,56 0,1 5,81 1,86 7,64 76 4,01
Btn 26-67 7,25 6,17 0,03 6,55 8,69 3,93 19,2 2,02 21,22 a0 2,06

Crn 67-97+ 8,95 76,07 0,06 4,43 5,65 5,34 15,48 1,27 16,75 92 1,34

Ap 0-10 5,8 174,33 0,29 2,6 0,85 0,05 3,79 2,83 6,62 57 7,38

A 10-25 55 147,32 0,17 3,16 0,72 0,05 41 2,57 6,67 61 4,44

PL3 El 25-39 5,95 162,48 0,16 3,12 1,35 0,07 4,7 2,04 6,74 70 2,8
E2 39-48 6,35 144,42 0,17 3,11 1,98 0,16 5,42 2,31 7,73 70 2,64

2Bt 48-65 6,25 140,71 0,42 7,76 9,84 0,98 19 3,46 22,46 85 3,42

2Btn 65-90 6,45 1445 0,31 9,7 15,68 1,85 27,54 2,87 30,41 91 3,76

2Crn 90-115+ 6,8 497,11 0,11 6,85 10,85 1,72 19,53 2,53 22,06 89 1,88

Apl 0-10 7,3 145,02 0,16 1,22 15,13 0,28 20,65 6,57 27,22 76 11

Ap2 10-22 7,8 136,09 0,09 0,39 17,63 0,65 24,32 5,14 29,46 83 8,54

PL4 An 22-48 8,3 99,39 0,04 0,63 18,77 2,44 27,26 2,08 29,34 93 7,12
2Btnl 48-72 8,3 5,6 0,02 0,69 23,92 7,51 37,24 0,18 37,42 100 3,49

2Btn2 72-105 8,4 4,28 0,04 0,31 24,51 6,72 36,36 0,46 36,82 99 1,84

2BCn 105-135 8,3 20,19 0,04 0,18 8,21 5,78 20,17 0,36 20,53 98 1,25

2Crn 135-150+ 7,7 287,76 0,05 0,18 20,77 3,08 28,86 0,81 29,67 97 0,65

SB=soma de bases, T= capacidade de troca catidnica potencial, V= saturacdo por bases. Dados copilados de SANTOS DE SOUSA (2019).
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P K* Ca*? Mg*2 Na* SB Al*3 H+Al T V C
pH (mg kg
Perfil Horizonte  Prof. (cm) (H20) h (cmolc.dm) % (9.Kg?
A 0-8 6,30 6,50 0,32 7,25 3,55 0,32 11,44 2,75 14,19 81 4,75
LU1 Bt 8-30 5,90 2,50 0,13 14,85 10,10 4,36 29,44 2,58 32,02 92 4,80
C 30-42 7,00 6,50 0,12 13,05 9,00 4,25 26,42 1,90 28,32 93 4,93
A 0-9 6,90 18,60 0,52 9,1 5,04 0,11 14,77 1,73 16,5 90 22,73
LU2 Bt 9-40 7,20 0,53 0,08 10,07 13,64 1,34 25,13 1,49 26,62 94 8,50
C 40-53 7,20 2,33 0,09 10,59 19,27 2731 32,26 0,91 33,17 97 6,07
A 0-12 6,20 10,77 0,5 8,99 3,67 0,02 13,18 5,78 18,96 70 27,3
LU3 BA 12-25 6,30 1,19 0,13 10,06 8,99 0,19 19,37 4,54 23,91 81 9,72
Bt 25-48 6,50 0,10 0,11 15,33 19,39 0,42 35,25 4,62 39,87 88 56
BC 48-70 6,90 47,90 0,08 18,23 21,13 0,73 40,17 2,97 43,14 93 461
A 0-10 6,90 29,47 0,84 11,49 3,49 0,04 15,86 3,3 19,16 83 275
LU4 BA 10-23 7,40 8,74 0,21 12,36 4,37 0,05 16,99 3,71 20,7 82 105
Bt 23-47 7,60 1,15 0,1 16,06 3,2 0,09 19,45 3,22 22,67 86 5,56
Cr/iC 47-73 7,90 0,58 0,09 1944 1144 0,13 31,1 2,64 33,74 92 2721

SB=soma de bases, T= capacidade de troca catibnica potencial, V= saturagéo por bases. Dados copilados de SILVA (2018) e SANTOS (2019).
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ANEXO B
Tabela 3. MEIO NBRIP (Nautiyal, 1999)
Reagente Quantidade
Glicose 10g
Cas(POa4)2 549
MgCl2.6H20 59
MgS0Oa4.7H20 0,25¢
KCI 0,20 g
(NH4)2S04 0,10g
Agar 18 g
H20 destilada 1L
pH=7,0
ANEXO C
Tabela 4. Caldo de Triptona de Soja (TSB)
Reagente Quantidade
Triptona 17,049
Digestéo de soja 3,09
Glicose 2549
NacCl 50¢g
K2HPO4 2,59
H20 destilada 1L
pH=7,3 + 0,2
ANEXO D

Tabela 5. Tris Mineral Salt (Suleman et al., 2018)

Reagente Quantidade
Dextrosa 109
(NH4)2S04 109

KCI 0,29
K2HPO4 0,19
MgSOu4 0,29

Zn0O 14 mM

Agar 18 g

H20 destilada 1L

pH=7,0
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ANEXO E

Tabela 6. Meio para avaliar producéo de exopolissacarideos (GUIMARAES et al.,
1999 com modificacbes)

Reagente Quantidade
Extrato de levadura 20 ¢
K2HPO4 159
MgSO4 029
MnSO4 0,015¢
FeSO4 0,015¢g
CacCl2 0,03 g

NacCl 0,015 g/L
Agar 159

Adicionado 10% sacarose. pH=7,5
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APENDICE A Caracteristicas morfofisiolégicas e dendrograma de similaridade das bactérias isoladas

Tabela 1. Caracteristicas morfofisiolégicas das bactérias isoladas do perfil 1 de Planossolo, segundo, cor, forma, elevacgéo, borda,
superficie, halo, indice de solubilizagédo (IS) e capacidade solubilizadora (CA)

Perfil 1-Planossolo (Serra Talhada, PE)

Horizonte Prof. Isolado Cor Forma Elevacéo Borda Superficie Halo IS (mm) CA
A 0-10 cm PL1A Bege circular plana Inteira lisa sim 3,50 média
PL1B Bege irregular lenticular lobada lisa sim 2,20 média
PL1C marrom claro circular plana dentada rugosa sim 2,20 média
PL1E amarelo claro irregular lenticular dentada rugosa sim 2,10 média
AE 10-21 cm PL2A amarelo circular lenticular Inteira rugosa sim 1,80 baixa
PL2B branco irregular lenticular ondulada rugosa sim 2,30 média
PL2C Cinza irregular lenticular dentada rugosa sim 2,10 média
PL2G Cinza irregular umbilicada dentada rugosa sim 2,10 média
PL2H Cinza irregular lenticular dentada rugosa nao X X
PL2L branco circular lenticular inteira rugosa néao X X
Bt 21-48 cm PL3C amarelo circular lenticular inteira rugosa nao X X
PL 3J vermelho irregular lenticular dentada rugosa néo X X
PL3K branco circular lenticular dentada lisa sim 2,50 baixa
PL3M branco circular plana inteira lisa sim 2,60 média
PL3P Bege irregular plana ondulada lisa sim 2,20 média
BCn 48-80 cm PL4AC branco irregular umbilicada ondulada rugosa sim 2,10 média
PL4D vermelho circular umbilicada dentada rugosa sim 2,3 média
PLAG Cinza filamentosa umbilicada filamentosa papilada sim 2,22 média
Crn/R 80-110+ cm PL5B marrom circular lenticular inteira rugosa sim 2,50 baixa
PL5C Bege circular umbilicada inteira rugosa sim 2,25 média
PL5D Bege irregular lenticular dentada lisa sim 2,50 média
PL 5F branco circular lenticular dentada rugosa néo X X

PL5G marrom/ alaranjado  circular umbilicada inteira rugosa sim 2,10 média
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Tabela 2. Caracteristicas morfofisiolégicas das bactérias isoladas do perfil 2 de Planossolo, segundo, cor, forma, elevacao, borda,
superficie, halo, indice de solubilizagéo (IS) e capacidade solubilizadora (CA)

Perfil 2- Planossolo (Belem de Sao Francisco, PE)

Horizonte Prof. Isolado Cor Forma Elevacao Borda Superficie Halo IS (mm) CA
PL6A Branco irregular plana Ondulada rugosa sim 2,70 média
PL6B Cinza circular lenticular Ondulada rugosa nao X X
PL6C Amarelo circular lenticular Dentada rugosa nao X X
A 0-8 cm PL6E Marrom circular lenticular Inteira rugosa sim 2,40 média
PL7A Marrom circular lenticular Inteira rugosa sim 2,30 média
PL7B rosa circular lenticular Inteira rugosa sim 2,70 média
PL7D Branco circular plana Dentada lisa sim 2,30 média
E 8-26 cm PL7F Beige circular lenticular Dentada lisa sim 2,75 média
PL8A Laranja circular lenticular Inteira rugosa néao X X
PL8B Bege circular plana Inteira rugosa sim 2,20 Média
PL8C Branco circular plana Dentada lisa sim 2,20 média
Btn 26-67 cm PL8D Branco circular plana Inteira lisa sim 2,50 média
PL9A Laranja circular lenticular Inteira rugosa néao X X
PL9B Branco irregular plana Ondulada lisa sim 2,50 média
PLOC Branco circular lenticular Inteira lisa sim 1,0 baixa
Crn 67-96+ cm PLOD Cinza circular lenticular Filamentosa rugosa sim 2,1 média
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Tabela 3. Caracteristicas morfofisioldégicas das bactérias isoladas do perfil 3 de Planossolo, segundo, cor, forma, elevagéo, borda,
superficie, halo, indice de solubilizagéo (IS) e capacidade solubilizadora (CA)

Perfil 3- Planossolo (Lagoa do Ouro, PE)

Horizonte Prof. Isolado Cor Forma Elevacgéo Borda Superficie Halo IS (mm) CA
PL10A marrom circular lenticular inteira rugosa sim 2,5 média
PL10C branco circular plana dentada lisa sim 2,1 média
PL10D vermelho circular lenticular inteira rugosa néo X X
Ap 0-10 cm PL10E bege circular plana dentada lisa néo X X
PL11A vermelho circular lenticular inteira rugosa néao X X
PL11B bege circular plana dentada lisa sim 2,2 média
A 10-25cm PL11D marrom circular lenticular dentada rugosa nédo X X
PL12B branco circular lenticular inteira lisa sim 3 média
pPL12C branco irregular plana dentada lisa sim 2,3 média
E1l 25-39 cm PL12E branco circular lenticular inteira rugosa sim 2,1 média
PL13A branco circular lenticular inteira lisa nao X X
PL13B marrom circular lenticular inteira rugosa sim 2,2 média
PL13C bege circular lenticular ondulada rugosa sim 2,3 média
E2 39-48 cm PL13D branco circular lenticular inteira lisa sim 2,1 média
PL14A bege circular plana dentada rugosa sim 2,1 média
PL14B marrom circular plana dentada rugosa sim 2,5 média
pPL14C amarelo circular lenticular dentada rugosa sim 2,1 média
2Bt 48-65 cm PL14D bege circular plana dentada lisa sim 2,2 média
PL15A marrom circular plana dentada rugosa sim 2,5 média
PL15B branco circular plana ondulada rugosa sim 2,2 média
PL15C laranja circular lenticular filamentosa rugosa sim 2,1 média
2Btn 65-90 cm PL15F bege circular plana ondulada rugosa nédo X X
PL16A marrom circular plana dentada rugosa sim 2,2 média
PL16B laranja circular plana dentada rugosa néao X X
PL16C branco circular lenticular inteira rugosa néo X X

2Crn 90-115+ cm PL16D bege circular plana ondulada rugosa nao X X
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Tabela 4. Caracteristicas morfofisioldégicas das bactérias isoladas do perfil 4 de Planossolo, segundo, cor, forma, elevacéao, borda,
superficie, halo, indice de solubilizagéo (IS) e capacidade solubilizadora (CA)

Perfil 4- Planossolo (Camutanga, PE)

Horizonte Prof. Isolado Cor Forma Elevacéo Borda Superficie Halo IS (mm) CA
PL17A branco circular lenticular inteira lisa sim 25 média
Apl 0-10cm PL17B vermelho circular plana inteira lisa sim 2 média
PL17C branco circular lenticular dentada lisa nao X X
PL17D branco circular plana dentada lisa sim 25 média
PL17E bege circular plana ondulada rugosa sim 23 média
PL17F cinza circular lenticular filamentosa rugosa nédo X X
PL18A cinza circular lenticular filamentosa rugosa néo X X
PL18B bege circular lenticular inteira lisa sim 25 média
pL18C marrom claro circular lenticular filamentosa rugosa néo X X
Ap2 10-22cm  PL18D marrom circular plana inteira rugosa néo X X
PL18E branco circular plana inteira lisa néo X X
PL18F beige circular plana inteira lisa sim 35 média
PL19A vermelho circular lenticular filamentosa rugosa sim 2,7 média
PL19B rosa circular plana filamentosa lisa néo X X
An 22-48cm  PL19C branco circular plana inteira lisa néao X X
PL19D branco circular plana inteira lisa sim 23 média
PL19E marrom circular lenticular ondulada rugosa sim 2,25 média
PL19F branco circular lenticular inteira lisa sim 25 média
PL20A beige circular plana inteira lisa nao X X
PL20B amarelo circular lenticular filamentosa rugosa sim 2,5 média
2Btnl 48-72cm  PL20C branco circular plana inteira lisa sim 2,3 média
PL20D cinza circular plana lobada rugosa sim 2,75 média
PL21A marrom claro circular lenticular inteira lisa néo X X
72-
2Btn2 105cm PL21B laranja circular lenticular inteira lisa nédo X X
PL22A amarelo circular plana ondulada rugosa sim 2,13 média
105-
2BCn 135cm PL22B cinza circular lenticular filamentosa rugosa nédo X X
PL22C beige circular lenticular dentada rugosa néo X X
PL23A bege circular lenticular inteira lisa néo X X
2Crn 135-150+ PL23B cinza circular lenticular filamentosa rugosa néo X X
PL23C cinza circular lenticular filamentosa rugosa sim 2,25 média
PL23D branco circular lenticular inteira lisa néo X X
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Tabela 5. Caracteristicas morfofisioldgicas das bactérias isoladas do perfil 1 de Luvissolo, segundo, cor, forma, elevacao, borda,
superficie, halo, indice de solubilizagédo (IS) e capacidade solubilizadora (CA)

Perfil 1-Luvissolo (Itacuruba, PE)

Horizonte Prof. Isolado Cor Forma Elevacéo Borda Superficie Halo IS (mm) CA

LU1A Marrom circular plana filamentosa rugosa sim 2,3 média
LU1B Bege circular lenticular inteira rugosa sim 25 média

A 0-8 cm LU1C Marrom circular plana filamentosa rugosa néao X X
LU1D Marrom circular plana filamentosa rugosa sim 3 média
LULE Branco circular lenticular filamentosa rugosa néao X X
LU1G Rosa circular plana inteira lisa nédo X X
LU2A Bege circular lenticular dentada lisa sim 2,2 média
LU2B Bege circular plana filamentosa rugosa sim 2,6 média

Bt 8-30 cm LU2C Bege circular lenticular dentada lisa néao X X
LU2D Branco circular plana inteira lisa nao X X
LU2E Branco circular plana filamentosa rugosa sim 2,3 média
LU2F Marrom circular plana filamentosa rugosa sim 2,3 média
LU2G Marrom circular plana inteira rugosa ndo X X
LU3A Marrom circular plana filamentosa rugosa sim 2,1 média
LU3B Branco circular plana inteira lisa sim 2,2 média

C 30-42 cm LU3C Marrom circular plana filamentosa rugosa sim 2,3 média
LU3D Marrom circular plana dentada rugosa sim 2,25 média
LU3E Marrom circular lenticular filamentosa rugosa sim 2,2 média

LU3F Rosa circular plana filamentosa rugosa sim 2,2 média
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Tabela 6. Caracteristicas morfofisiologicas das bactérias isoladas do perfil 2 de Luvissolo, segundo, cor, forma, elevacédo, borda,
superficie, halo, indice de solubilizagédo (IS) e capacidade solubilizadora (CA)

Perfil 2-Luvissolo (Itacuruba, PE)

Horizonte Prof. Isolado Cor Forma Elevacdo Borda Superficie Halo IS (mm) CA
LUSA Cinza circular lenticular filamentosa rugosa nédo X X
LU5B Bege circular lenticular dentada rugosa nao X X
A 0-9cm LUSC Branco circular plana inteira lisa nao X X
LU5SD Marrom circular lenticular filamentosa rugosa nao X X
LUSE Mostarda circular plana dentada rugosa sim 2,3 média
LUBA Branco circular plana inteira rugosa sim 25 média
Bt 9-40 cm LU6B Branco circular plana dentada rugosa sim 2,15 média
LU6BC Mostarda circular plana filamentosa rugosa nédo X X
LUGD Amarela circular lenticular filamentosa rugosa nao X X
LU7A Branco circular lenticular dentada rugosa nao X X
C 40-53 cm LU7B Amarelo circular plana dentada rugosa sim 2,3 média
LU7D Bege circular papilada ondulada rugosa sim 2,25 média
Crl 53-66 cm LU7F marrom clara circular plana inteira rugosa sim 2,33 média
Cr2 66-80+ cm LU7G marrom clara circular plana inteira rugosa sim 2,33 média
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Tabela 7. Caracteristicas morfofisiologicas das bactérias isoladas do perfil 3 de Luvissolo, segundo, cor, forma, elevacédo, borda,
superficie, halo, indice de solubilizagdo (IS) e capacidade solubilizadora (CA)

Perfil 3-Luvissolo (Serra Talhada, PE)

Horizonte Prof. Isolado Cor Forma Elevacao Borda Superficie Halo IS (mm) CA
LUBA branco e cinza circular lenticular dentada rugosa sim 25 média
LU8B bege e cinza circular lenticular inteira rugosa nédo X X
A 0-12cm LU8C Laranja circular lenticular filamentosa rugosa nédo X X
LU8D branco circular plana dentada lisa nao X X
LUSE branco circular lenticular inteira rugosa sim 2,66 média
LU9A Laranja circular plana filamentosa rugosa nao X X
LU9B Bege circular plana dentada rugosa sim 2,5 média
BA 12-25cm LU9C branco circular plana inteira rugosa sim 2,5 média
LU9D branco circular plana inteira lisa nao X X
LU9E marrom circular lenticular filamentosa rugosa nao X X
LU9F branco circular plana filamentosa rugosa nao X X
LU10A branco circular plana ondulada rugosa sim 3 média
LU10B marrom e amarelo circular lenticular dentada rugosa sim 2,3 média
Bt 25-48 cm LU10C branco circular lenticular dentada lisa nao X X
LU10D branco circular lenticular inteira rugosa sim 3 média
LU10E Bege circular lenticular ondulada lisa sim 2,2 média
LU11A branco circular lenticular inteira rugosa sim 2 média
LU11B marrom circular lenticular filamentosa rugosa nao X X
BC 48-70 cm LU11C amarelo circular lenticular filamentosa rugosa nao X X
LU11D marrom circular lenticular filamentosa rugosa nao X X
LU11E branco circular lenticular filamentosa rugosa nao X X
LU11F branco circular plana inteira lisa nao X X
Cr 70-120+ cm  LUI12E Branco irregular lenticular dentada rugosa sim 2,7 média
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Tabela 8. Caracteristicas morfofisiologicas das bactérias isoladas do perfil 4 de Luvissolo, segundo, cor, forma, elevacédo, borda,
superficie, halo, indice de solubilizagéo (IS) e capacidade solubilizadora (CA)

Perfil 4- Luvisssolo ( Afogados de Ingazeira, PE)

Horizonte Prof. Isolado Cor Forma Elevacao Borda Superficie Halo Sl (mm) CA
LU13A Vermelho circular plana inteira rugosa néao X X
LU13B branco circular lenticular filamentosa rugosa nao X X
LU13C bege circular papilada filamentosa rugosa sim 2,16 média
A 0-10cm LU13E cinza e amarelo circular lenticular filamentosa rugosa nao X X
LUL4A laranja circular plana dentada rugosa sim 2,25 média
LU14C cinza circular lenticular dentada rugosa nao X X
BA 10-23 cm LU14E bege circular lenticular dentada lisa sim 2,125 média
Br 23-43 cm LU15B bege circular lenticular dentada lisa sim 2,25 média
LU16A marrom circular lenticular inteira rugosa sim 2,5 média
LU16B cinza circular lenticular dentada rugosa sim 2,5 média
LU16C bege circular lenticular filamentosa rugosa nao X X
LU16E amarelo circular lenticular inteira rugosa nao X X
Cr/C 43-73 cm LU16G amarelo circular lenticular dentada rugosa néo X X
LU17A bege circular plana inteira lisa sim 2,3 média
LU17B cinza circular lenticular filamentosa rugosa nao X X
LU17C bege circular plana inteira lisa sim 2,3 média
LU17D bege circular plana inteira lisa sim 2,11 média
Cr 73-105+ cm LU17E amarelo circular lenticular filamentosa rugosa sim 2,25 média
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DENDROGRAMA
Dendrograma de Similaridade dos isolados de Planossolos
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Dendrograma de Similaridade dos isolados de Luvissolos
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