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RESUMO

O fésforo € um macronutriente essencial para o crescimento e desenvolvimento das
plantas. Contudo, a capacidade das plantas em adquirir fosfato da rizosfera é critica
nos solos acidos do Cerrado com altos niveis de fosforo (P) fixado em argila e
minerais. As formas inorganicas de fosforo no solo tropical consistem principalmente
em complexos de fosfatos de ferro. Nessas condic¢des, a disponibilidade de fosforo
para as plantas é reduzida a niveis criticos. Portanto, a indisponibilidade de P e a
baixa fertilidade em solos tropicais constituem as principais preocupacdes para o
crescimento e aumento da produtividade das culturas de altos rendimentos, como o
milho. Por outro lado, o uso de grande quantidade de adubos fosfatados e a caréncia
desse recurso no Brasil torna o agronegdécio brasileiro altamente dependente do
mercado externo e menos competitivo devido aos elevados custos da aquisicdo desse
insumo. Além disso, aproximadamente 80% do P inorganico aplicado nos solos torna-
se imével devido a adsorcdo, precipitacdo ou conversdao em formas organicas. O
emprego de microrganismos solubilizadores de fosfato (MSP) representa uma
alternativa sustentavel para incrementar a disponibilidade e absorcéo de fosforo para
as plantas. O presente estudo objetivou selecionar e caracterizar bactérias endofiticas
do milho, com potencial para biossolubilizacéo de fosfato de ferro. Foram avaliados a
liberacdo de P inorganico in vitro, os mecanismos de solubiliza¢cdo, como a producao
de siderdéforos, de acidos organicos e o crescimento e acumulo de fésforo em milho
inoculado com bactérias e adubado com fosfato de ferro. Observou efeitos positivos
nos ensaios de solubilizagdo de P em meio liquido apresentando influéncia
significativa para maioria das estirpes testadas B1931 e B1934 de Pantoea ananatis
e B2096 de Pseudomonas sp. Os acidos organicos foram mensurados por HPLC
(High Performance Liquid Chromatography), destacando as estirpes B1924 Klebsiella
sp. na producdo do &cido acético e B1923 de Bacillus pumilus na producdo de 2-

cetoglucbénico. Para o crescimento agronémico, os parametros avaliados né&o
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apresentaram diferenca significativa (p<0,05) para a maioria dos tratamentos
analisados. A quantidade de P disponivel no solo, mostrou diferenca significativa
guando adicionado fonte de fosfato de ferro combinadas com as estirpes de Pantoea
ananatis B1931, Pseudomonas sp. B2096 e Bacillus subtilis B1935. As bactérias
estudadas apresentaram grande potencial de solubilizacédo de fosfato de ferro, através
da reducdo do pH do meio e producdo de &cidos organicos. Assim, a associacao
planta-MSP representa uma classe de tecnologia emergente viavel para melhorar a

aquisicao de fosforo pelas culturas em solos acidos.

Palavras-chave: Solubilizacdo de Fosfato, Sideroforos, Acidos Organicos, Promog&o

de Crescimento.
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ABSTRACT

Phosphorus is an essential macronutrient for plant growth and development. However,
the ability of plants to acquire phosphate from the rhizosphere is critical in acidic
Cerrado soils with high levels of phosphorus (P) fixed in clay and minerals. The
inorganic forms of phosphorus in tropical soil consist mainly of iron phosphate
complexes. Under these conditions, phosphorus availability to plants is reduced to
critical levels. Therefore, the P unavailability and low fertility in tropical soils are
significant concerns for the growth and productivity of high-yielding crops such as
maize. Contrary, the use of large amounts of phosphate fertilizers and the lack of this
resource in Brazil make Brazilian agribusiness highly dependent on the foreign market
and less competitive due to the high costs of acquiring this input. In addition,
approximately 80% of inorganic P applied to soils becomes immobile due to
adsorption, precipitation, or conversion to organic forms. Using phosphate solubilizing
microorganisms (MSP) represents a sustainable alternative to increase plants'
availability and absorption of phosphorus. The present study aimed to select and
characterize endophytic bacteria of maize, with the potential for iron phosphate
biosolubilization. We evaluated the release of inorganic P in vitro, the solubilization
mechanisms such as siderophores and organic acids production, and the growth and
phosphorus accumulation in maize inoculated with bacteria or fertilized with iron
phosphate. Positive effects were observed in the P solubilization assays in the liquid
medium, showing significant influence for most tested strains: B1931 and B1934 of
Pantoea ananatis and B2096 of Pseudomonas sp. Organic acids were measured by
HPLC (High-Performance Liquid Chromatography), highlighting the strains B1924
Klebsiella sp. in the production of acetic acid and B1923 Bacillus pumilus in the
production of 2-ketogluconic. For agronomic growth, the parameters evaluated showed
no significant difference (p<0.05) for most of the treatments analyzed. The amount of

P available in the soil showed a significant difference when iron phosphate sources
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were added combined with the strains of Pantoea ananatis B1931, Pseudomonas sp.
B2096 and Bacillus subtilis B1935. The bacteria studied showed great potential for iron
phosphate solubilization by reducing the medium's pH and producing organic acids.
Thus, the plant-MSP association represents a viable emerging technology to improve

phosphorus acquisition by crops in acidic soils.

Keywords: Phosphate Solubilization, Siderophores, Organic Acids, Growth

Promotion.
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1 INTRODUCAO

Os solos brasileiros séo, geralmente, altamente intemperizados, acidos, com
baixa fertilidade natural e predominio de fosforo complexado com Oxidos de ferro
(Embrapa 2006). A formagéao de complexos de fosfato de ferro (P-Fe) resulta em baixa
disponibilidade de fésforo (P), consequentemente gerando deficiéncia para o
crescimento e desenvolvimento das plantas (Abreu 2014; Marschner et al. 2011). Este
€ um dos fatores que mais comprometem o crescimento dos vegetais, em especial 0
milho e a soja que, em razao disso, consomem grande quantidade de fertilizantes
(Santos et al. 2021; GlobalFert 2021). A necessaria aplicacdo de fertilizantes
fosfatados tem como objetivo aumentar a quantidade de nutrientes do solo, mas em
contrapartida, eleva os custos de producédo, comprometendo a sustentabilidade e
competitividade do agronegdcio brasileiro (Rodrigues et al. 2015; CONAB 2021). Além
disso, a extracdo dos fertilizantes fosfatados, como os superfosfatos ou fosfatos de
amonio é feita quimicamente a partir de rocha de fosfato extraidas em minas e o seu
processamento, transporte e distribuicdo, envolve gastos significativos de energia
provenientes de fontes ndo renovaveis (Bargaz et al. 2018; Brito et al. 2020; Sharma
et al. 2013). Diante desse cenario, a adocéo de estratégias alternativas para aumentar
a disponibilidade de fésforo no solo de forma sustentavel tém sido significativamente
incrementados nos ultimos anos (Khan et al. 2010).

No solo, o fosforo pode ser encontrado na forma organica, variando entre 3 a
90% do P total no solo e na forma inorganica, entre 20 a 25% do P total ligado a 6xidos
(Souza et al. 2004). O P € um elemento essencial para vida de todos os seres vivos e
participa de inUmeros processos biogeoquimicos que alteram sua disponibilidade no
ambiente. Dentre esses processos destaca-se a solubilizacao biolégica de fosfatos,
gue é fundamental para tornar o P disponivel para as plantas em solos intemperizados
(Whitelaw 1999; Goldstein et al. 2003; Oliveira et al. 2009).

Na rizosfera e nos tecidos internos das plantas existem microrganismos que
promovem o crescimento de plantas (MPCP), favorecendo a producéo vegetal por
meio da transformacao do P por processos de oxidacéo e reducao (Behera et al. 2014;
Hameeda et al., 2008). A liberagédo de P soluvel ocorre através de dois mecanismos
principais que s&o, pela mineralizacdo do fésforo organico e pelas reacdes de

solubilizac&o do fosforo inorganico (Gomes et al. 2016; Oliveira-Paiva et al. 2021).
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Contudo, outros processos também podem estar envolvidos, como a atuacéo
dos siderdéforos.

No ciclo biogeoquimico do fosforo, as bactérias solubilizadoras de fosfato
auxiliam ativamente no aumento da biodisponibilidade deste elemento para absorcao
pelas plantas (Mardad et al. 2013). Esse processo acontece pela quelacao,
acidificacao, reacdes de troca, producéo de acidos organicos e producéo de enzimas
fosfatases (Hameeda et al. 2008; Mendes et al. 2021 Richardson & Simpson 2011,
Vassilev et al. 2014; Young et al. 2013).

Os acidos organicos secretados por bactérias atuam dissociando os metais
dos fosfatos, tais como, fosfato de ferro, fosfato de aluminio e fosfato de célcio
presente nos solos tropicais. Essas atividades bacterianas, além de liberar o fosfato
soltvel (Whitelaw 1999; De Abreu et al. 2017), proporcionam a reducéo do pH do meio
(Yanya et al. 2021). Outro mecanismo de solubilizacdo de P ligado ao ferro esta
relacionado com os sideroforos (Viana et al. 2013), que sdo compostos produzidos
por algumas espécies de microrganismos. Esses compostos organicos gerados pelo
metabolismo secundario, tem como principal funcdo a de complexar metais, em
especial ferro em estado insoltvel (Benite et al. 2002). No entanto, pouco se conhece
sobre a participacdo efetiva destas substancias como mecanismos de solubilizac&o
dos fosfatos de ferro. Além da captacdo de P complexado ao Fe no solo, os
sideroforos também podem atuar no biocontrole de patégenos (Viana et al. 2013).

Este trabalho teve como obijetivo principal avaliar a capacidade e a eficiéncia
bacteriana na solubilizagcdo de fosfato de ferro, por meio da investigacdo dos
mecanismos de solubilizacdo de fosfato, avaliacdo da producédo de &cidos organicos
e siderdéforos, visando selecionar microrganismos com potencial para serem utilizados

como inoculantes na agricultura.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A RELEVANCIA DO MILHO NO AGRONEGOCIO BRASILEIRO

Atualmente o milho é a segunda maior cultura no Brasil, sendo superado
apenas pela soja (GlobalFert 2021; De Souza et al. 2018). O milho vem ganhando
cada vez mais espaco na producdo agricola nacional e possui grande destaque no
cenario mundial em decorréncia do amplo consumo e versatilidade na industria de
alimentos (Velloso 2019; Santos et al. 2021). Essa cultura é caracterizada por ser
altamente energética devido as grandes quantidades de carboidratos, acidos graxos
e fibras, além de vitaminas E, B3, &cido fdlico, potassio e fosforo. Nos paises em
desenvolvimento, o milho se destaca como principal insumo para a alimentacao
humana e na composicdo de racdo animal (aves, bovinos e suinos), além de ser
matéria prima para varios outros produtos industriais (Pereira et al. 2019).

No processamento dos grédos de milho, sdo separadas em fragbes amido,
oOleo, fibras, gluten e gérmen. Em diferentes etapas do processamento, essas fracdes
passam por modificaces fisicas, quimicas e bioquimicas que conferem variadas
aplicabilidades em diferentes segmentos industriais como 0 setor quimico,
farmacéutico, cervejeira, mineracdo, producao de fertilizantes, indlstria de celulose
(Paes 2006).

No ranking Mundial, o Brasil se destaca como o 3° produtor e o 2° exportador
de grdos, com producéo total de milho na safra 2020/2021 de aproximadamente 102
milhdes de toneladas, ficando atras dos Estados Unidos e da China (CONAB 2021).
A producgao de milho no Brasil se divide em trés safras, sendo produzidos 22,4% na
12 safra, 75,9% na 22 e 1,7% na 32 safra.

O agronegdcio é importante na balanga comercial brasileira movimentando a
economia e gerando emprego e renda. Comparando a elevacao do preco da saca de
60 quilos de gréos, a soja atingiu 52,1% e o milho aumentou 70,7% ao longo do ano
de 2020, em relacdo ao ano de 2019 (CONAB 2021). O Brasil tem aproveitado o
crescente aumento da demanda mundial pelo milho e investido em tecnologias, uma
vez que todos os envolvidos, desde o produtor rural até o consumidor final estédo
receptivos as evolucdes biotecnolégicas, tais como os novos defensivos, fertilizantes,

maquinas, técnicas de plantio, colheita e irrigacdo (CONAB 2021). Isso favorece as
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instituicbes de pesquisa, que buscam melhorar o desempenho da cultura,
principalmente com relagdo aos aspectos relacionados com a suscetibilidade e
resisténcia as doencas e o melhoramento da nutricdo vegetal visando, atender a
demanda mundial. (GlobalFert 2021; De Souza et al. 2018).

2.2 ADUBACAO FOSFATADA EM SOLOS TROPICAIS

O solo € um sistema de vital importancia para todos os seres vivos e essencial
para manter o equilibrio ecolégico (Wadt 2003; Bini & Lopez 2016). Os elementos
presentes nos solos séo classificados como macronutrientes ou elementos principais
como calcio (Ca), enxofre (S), fosforo (P), potassio (K), magnésio (Mg) e nitrogénio
(N), e micronutrientes como boro (B), cobre (Cu), ferro (Fe), cloro (Cl), molibdénio
(Mo), manganés (Mn) e zinco (Zn), chamados de elementos-trago.

Tanto 0s macros e oS micronutrientes Sdo essenciais para o crescimento e
desenvolvimento das plantas e se encontram no solo nas formas de matéria organica
e dos minerais. Outros elementos benéficos como sddio (Na), silicio (Si), niquel (Ni) e
cobalto (Co) séo importantes para seu crescimento das plantas, mas sua falta nao é
um fator limitante (De Abreu et al. 2017; Ronquim 2020).

Na solucdo do solo, onde os nutrientes deveriam estar disponiveis para
absorcdo pelos vegetais, alguns elementos macro e micronutrientes apresentam
formas indisponiveis 0 que ocasiona déficit nutricional. Portanto, compreender a
necessidade de realizar o manejo adequado do solo, através de investigacdes sobre
a quantidade de cada nutriente, contribui para estabelecer a quantidade necessaria
para equilibrar cada nutriente de acordo com as necessidades das culturas, gerando
resultados mais positivos de producéo (Gomes et al. 2014).

A reposicao de nutrientes nos solos acidos e com baixa fertilidade do cerrado
brasileiro € feita com a aplicagéo de elevadas quantidades de fertilizantes fosfatados,
principalmente do tipo NPK (Batista et al. 2018), que reconhecidamente eleva a
produtividade das culturas. Segundo o boletim GlobalFert, no ano de 2020, o Brasil
consumiu aproximadamente 61% dos fertilizantes nas culturas de milho e soja (De
Souza et al. 2018). Outro agravante que preocupa 0s agricultores e a sociedade em

geral, sdo as aplicacbes de P, visto que as reservas deste elemento no mundo
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mostram uma possivel escassez nos proximos 100 anos (Vegro 2018; Gilbert 2009;
Santos et al. 2021).

O fésforo é o segundo elemento mineral critico, para alcancar boa
produtividade vegetal, tem grande abundancia na natureza, entretanto € considerado
um elemento quase imével no solo por ser muito reativo aos metais, portanto com
baixa disponibilidade aos vegetais. Em relagdo aos outros nutrientes, essa situacao
se agrava principalmente devido a fixagdo ou adsorcao de P nos solos com alto grau
de intemperismo e com elevados teores de Oxidos de ferro (Fe203) e aluminio (Al203)
(Barroso & Nahas 2008; Hameeda et al. 2008; Vieira 2021; Yahya et al. 2021). Essas
sdo caracteristicas da maioria dos solos brasileiros, sendo que maioria das formas de
P no solo se encontram indisponivel para as plantas (Abreu 2014; Oliveira et al. 2009).

De maneira geral, existem duas formas de P no solo, a forma organica, como
acidos nucleicos, fosfato inositol (fitato) e fosfolipidios, e a forma inorganica, como
minerais primarios, (HsPOas, H2POa4 -, HPO4 2, PO4 ¥). Do total de P presente nos solos
brasileiros, uma pequena fragcéo esta presente na solucao do solo, sendo denominada
P disponivel para as plantas (Vance et al. 2003). Outras fracbes compdem o solo,
sendo P-labil e P- ndo labil. O P-labil consiste em uma fracdo de P que néo estéo
prontamente disponiveis para absorcdo das plantas, embora mantenha uma relacéo
de equilibrio com a solu¢do do solo, disponibilizando P a medida em que ele é
absorvido. J4 o P-ndo labil é a fracdo de P que esta irreversivelmente fixada as
particulas do solo (Vance et al. 2003).

Nesse cenario a fertilidade dos solos de clima tropical é considerada baixa, e
isso é normal devido aos teores reduzidos de fosforo. Portanto, a adubacéo mineral
fosfatada permite explorar melhor o potencial produtivo da planta de milho,
aumentando a produtividade, uma vez que o P estd envolvido em processos
essenciais como na fotossintese, respiracdo, armazenamento e transferéncia de
energia, além de contribuir na qualidade do grdo de milho. Porém, existem problemas
no uso dos fertilizantes, tanto em questdo de eficiéncia quanto em questbes
ambientais. Santos et al. (2021) relataram que 70% das aplicacbes de adubacao
fosfatada sao perdidas pela fixacdo de P, e consequentemente, se tornam
indisponiveis aos vegetais (Ribeiro 2018; Gomes et al. 2011), o que pode encarecer
a producéo, pois mais P deve ser aplicado. Amém disso, o fosforo e o nitrogénio tém
gerado grande preocupacdo por parte dos ambientalistas, devido as perdas por
escoamento superficial, que contamina os leitos aquiferos, podendo ocasionar o

crescimento excessivo das algas plancténicas, gerando o fenébmeno conhecido como
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eutrofizacdo (Wiegand et al. 2016). Por isso, varios estudos visam o desenvolvimento
de alternativas complementares ou novas tecnologias de fertilizagdo para que a
agricultura continue crescendo e produzindo com qualidade (Dos Santos & Varavalho
2011; GlobalFert 2021).

Uma das alternativas bastante estudada consiste no uso de microrganismos
capazes de incrementar a disponibilidade e absorcao de P para as plantas, a partir de
fosfatos em formas insollveis no solo (Velloso 2019; Oliveira et al. 2009; Vieira Velloso
et al. 2020). Neste caso, varios grupos de microrganismos estdo sendo isolados e
avaliados quanto ao seu potencial para aproveitamento de fontes de baixa
solubilidade de P e sua disponibilizacéo para as plantas (Batista et al. 2018; Garcia-
Lopez et al. 2016) visando minimizar o uso de fertilizantes fosfatados, os custos de
producdo e os impactos ambientais (Batista et al. 2018; Garcia-Lopez et al. 2016;
Santos et al. 2021).

2.3 MICRORGANISMOS SOLUBILIZADORES DE FOSFATO — MSF

Os microrganismos solubilizadores de fosfato (MSF) desempenham um papel
importante nas principais etapas do ciclo do P no solo, como a dissolucéo-
precipitacdo, mineralizacdo-imobilizacdo e sorcdo-dessorcdo que promove o
crescimento das plantas. De modo geral, os mecanismos utilizados pelos
microrganismos transformam fosforo inorgéanico (Pi) e fésforo organico (Po)-insolaveis
em formas de P solivel e regulam a ciclagem biogeoquimica do P em
agroecossistemas (Penn & Camberato 2019).

No solo vive um grande numero de microrganismos incluindo bactérias
solubilizadoras de fosfato (BSF), fungos solubilizadores de fosfato (FSF),
actinomicetos e cianobactérias. Varios fungos micorrizicos arbusculares (FMA) como
Rhizoplagus irregularis e Glomus mosseae podem solubilizar Pi diretamente através
da exsudacéo de acidos organicos (Etesami & Jeong 2021).

BSF do solo sdo cruciais para o crescimento vegetal (Garcia-Lopez et al.
2016). Dentre as principais espécies de bactérias solubilizadores de fosfatos (BSF),
destacam-se Bacillus pumilus, B. subtilis, B. thuringiensis, B. megaterium,
Enterobacter, Klebsiella pneumoniae, Burkholderia gladioli, Pantoea ananatis,

Pseudomonas sp, Serratia marcescens, todos esses grupos apresentam grande
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capacidade de solubilizar fosfato e disponibilizar P para as plantas (Abreu 2014;
Rodriguez & Fraga 1999; Varma et al. 2017; Bodhankar et al. 2017).

O uso combinado de fosfatos de rocha e MSFs tem sido considerada uma
estratégia sustentavel em termos econdmicos e ambientais (Richardson 2001; Gomes
et al. 2014; Rodriguez Gonzalez et al. 2020), proporcionando ganhos de
produtividade, economia de investimentos e incremento da renda dos agricultores. Os
microrganismos solubilizadores de fosfatos sdo capazes de disponibilizar o P
complexado a Ca, Fe e Al no solo (Richardson & Simpsons 2011; Vassilev et al. 2014).

Além disso, MSF auxiliam indiretamente na inducéo de resisténcia sistémica
em plantas a patdgenos e diretamente, produzindo compostos que inibem o
crescimento de fungos e bactérias fitopatogénicas (Rodriguez et al. 2020). Esse
conjunto de atividades demonstram o potencial desses microrganismos como
alternativas eficazes para uma agricultura sustentavel, ecologicamente correta e
lucrativa (Rodriguez et al. 2020; Rizvi, A. et al. 2017).

2.4 MECANISMOS DE SOLUBILIZACAO DE FOSFATO

No solo a proporcdo maior de P esta fixada em formas que a planta néo
consegue absorver diretamente. Para tanto, € importante entender que as formas
disponiveis e assimilaveis as plantas sdo ions ortofosfatos (H2POs4 ou HPO47?),
presentes na solugcéao do solo que corresponde a 0,01% do P total (Mitter et al. 2021,
Penn & Camberato 2019).

De fato, os microrganismos solubilizadores de fosfato realizam funcéo
significativa no solo, promovendo e transformando as formas complexadas de P
soluvel para as plantas, envolvendo processo de solubilizacdo, de quelacédo, de
mineralizacdo e imobilizacdo do P que direta ou indiretamente contribui no
desenvolvimento das plantas (Yahya et al. 2021).

A relagdo dos microrganismos com o solo da rizosfera envolve a ocorréncia
de processos metabdlicos importantes, tais como liberagdo de acidos organicos,
producdo de sideroforos, secrecdo de ions H*, producdo de enzimas fosfatases,
fixac&o de nitrogénio e producéo de fitormonios (Mendes et al. 2021; Souto 2020). Um
dos principais mecanismos desses processos biolégicos consiste na liberacdo de

acidos organicos que podem ser diferentes dependendo das condi¢cées do meio,
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condi¢cBes nutricionais, fisiolégicas e o crescimento da cultura (Barroso 2006). Além
disso, outro mecanismo importante para a dissolucao do fosfato ligado ao ferro € a
producdo de sideréforos pelos microrganismos rizosféricos (Sharma et al. 2013;
Batista et al. 2018).

2.5 PRODUCAO DE ACIDOS ORGANICOS

Os acidos organicos (AO) séo substancias com organizacédo estrutural geral
R-COOH, podendo ser provenientes de é&cidos carboxilicos, como aminoacidos,
acidos graxos, coenzimas e metabdlitos intermediarios (Tian et al. 2021). Existe uma
diversidade de acidos que podem ser sintetizadas através do metabolismo de
bactérias e fungos (Alori et al. 2017), que promovem a acidificacdo da célula
microbiana e o0 ambiente a sua volta (Fabianska et al. 2019). Por meio da liberacdo de
AO como citrico, glucénico, oxalico, glutamico, latico, fumarico, tartarico e succinico,
estes agem como doadores de protons e agentes quelantes de ions, ocorre a
solubilizagéo de P no solo (Oliveira, 2016).

A producéo de acidos orgéanicos pode variar em quantidade e tipos (Yahya et
al. 2021). Alguns géneros bacterianos, como Bacillus, Enterobacter, Burkholderia,
Pseudomonas dentre outros, sdo capazes de liberar acido lactico, acético, citrico,
oxalico, malico, fumérico, succinico e glucénico (Shivastava et al. 2018), por
combinacao de fonte de calcio, e acidos citrico e oxalico por combinacéo de fonte de
ferro (Tian et al. 2021; Kaur & Reddy 2014; Liang et al. 2020; Rodriguez & Fraga
1999).

Esses &cidos atuam dissolvendo diretamente o material fosfatado ou
quelando os cations (Ca, Mg, Fe, Al, Mn e Zn) que acompanham o anion fosfato,
liberando o P no solo (Richardson et al. 2001; Cerecetto et al. 2021). Além disso,
alguns microrganismos podem liberar outros acidos inorganicos que auxiliam no
processo de solubilizacdo de fosfato. Através do metabolismo microbiano pode
ocorrer a producao de acido nitrico, sulfarico e carbénico com capacidade de dissolver
o ion fosfato preso em rochas fosfaticas e minerais de argila (Bini & Lopez 2016).
Considerando a diversidade quimica dos AO e seu importante papel na solubilizagéo
de P, € de grande importancia a investigacdo dos acidos gerados pelas bactérias

solubilizadoras de P e seu uso como potenciais tecnologias agricolas.



2.6 PRODUCAO DE SIDEROFOROS

O ferro (Fe) € um nutriente imoével no solo, mas essencial para todos 0s
organismos vivos. Dentre as propriedades quimicas do Fe, destaca-se a sua
capacidade de receber e doar elétrons, interconvertendo-se entre a forma férrica
(Fe®") e ferrosa (Fe?*) (Santos 2012; Benite et al. 2002). Embora o Fe seja abundante
na crosta terrestre, na forma Fe3* este elemento apresenta baixa solubilidade e,
portanto, ndo é prontamente disponivel e assimilavel pelos organismos vivos (Viana
et al. 2013). Essa propriedade do Fe é vital para a funcdo dos citocromos, em
moléculas que ligam e transportam o0 oxigénio e varias enzimas que executam o
processo redox, transportando elétrons (Fedrizzi 2006; Benite et al. 2002).

Dessa maneira, para minimizar a baixa solubilidade do ferro, microrganismos
e plantas desenvolveram mecanismos para assimilacéo de ferro do solo. Sideréforos
sdo peptideos de baixa massa molecular, substancias quelantes de ions naturais,
produzidos por microrganismos em auséncia de ferro e beneficia as plantas, devido a
sua grande afinidade por ions Fe®*, sendo responsaveis pela solubilizacdo e
transporte deste elemento até as células dos microrganismos que o0s produzem
(Santos et al. 2014; Simionato et al. 2010; Hamdali et al. 2008; Gomes et al. 2016;
Benite et al. 2012). Além disso, os sideréforos também podem gerar complexos
estaveis com Al(IIl), Cu(ll), Ca(ll), Zn(ll) e outros ions metalicos existentes no meio
ambiente (Arora & Verma 2017).

As plantas absorvem pelas raizes o Fe na solu¢édo do solo mais rapidamente
como ions Fe?*, mas em algumas situagcdes, como ions Fe®*. Santos et al. (2014)
relatou que Bacillus megaterium tem a capacidade de produzir sideréforos sob
condicdes de baixos niveis de Fe no solo. Essa bactéria produz e secreta os
sideroforos que se ligam com ferro férrico e o transportam para dentro de sua célula.
Além disso, microrganismos do solo podem solubilizar formas néo disponiveis de P,
fixado em moléculas de ferro, por meio da utilizacdo de sideroforos (Sharma et al.
2013; Santos et al. 2014). Em estudos de Batista et al. (2018), conduzidos na Embrapa
Milho e Sorgo, a producédo de sideréforos pelos isolados bacterianos solubilizadores
de fosfato variou significativamente e foi correlacionada com a capacidade de

solubilizacéo de P-Fe.
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A atividade inibitéria dos sideroforos sobre patégenos deve-se a concentracao
e afinidade dos microrganismos produtores dos ions de Fe, além do pH, pois a
disponibilidade de Fe aumenta conforme o pH do solo reduz. A capacidade de produzir
sideroforos confere vantagens competitivas sobre outras espécies de bactérias
endofiticas para a colonizacdo de tecidos vegetais e a exclusdo de outros
microrganismos do mesmo nicho ecolégico (Souza et al. 2015). Segundo Gomes
(2016), a producdo de sideréforos por Pseudomonas foi capaz de inibir o

desenvolvimento de Fusarium oxysporum em solo deficiente de ferro.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade de espécies de bactérias endofiticas quanto a
solubilizacéo de fosfatos ligado a ferro e investigar os mecanismos envolvidos neste

processo in vitro e in vivo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a capacidade e eficiéncia de solubilizacdo do fosfato de ferro pelas
bactérias endofiticas in vitro;

e Investigar mecanismos de solubilizacdo de fosfato de ferro, por meio de
avaliacao da producéo de sideréforos e producédo de acidos organicos in vitro;

e Avaliar, em condicfes controladas, o crescimento e acumulo de nutrientes
de milho inoculado com microrganismos solubilizadores de fosfato selecionados e

adubado com fosfato de ferro, in vivo.
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4 METODOLOGIA

4.1 SELECAO DE BACTERIAS SOLUBILIZADORES DE FOSFATO

Nesse estudo foram utilizadas 15 bactérias endofiticas pertencentes a
Colecao de Microrganismo Multifuncionais e Fitopatogénicos da Embrapa Milho e
Sorgo, previamente caracterizados como eficientes na solubilizacdo de fosfato de
calcio (Oliveira et al. 2009; De Abreu et al. 2017; Ribeiro et al. 2015). As estirpes foram:
(B1912, B2093, B2109), Pantoea sp. (B1917); Bacillus subtilis (B1935, B2099,
B2111); Bacillus pumilus (B1923); Klebsiella sp. (B1924); Burkholderia gladioli
(B1928); Pantoea ananatis (B1934, B1931); Enterobacter sp. (B2010); Pseudomonas
sp. (B2096); Serratia sp. (B2100).

Os microrganismos foram reativados em meio BDA (Batata 200 g.L;
Dextrose, 20 g.L! e Agar, 15 g.L ') empregando o método de estrias para obtencéo
de colbnia pura e em seguida, foram incubadas a 25 — 28 °C durante 5 dias com trés
repeticdes.

4.2 AVALIACAO DA CAPACIDADE E EFICIENCIA DE SOLUBILIZACAO DE
FOSFATO DE FERRO EM MEIO LIQUIDO

As culturas bacterianas foram crescidas em caldo nutriente durante trés dias,
a 28 °C+ 2 e sob agitacdo constante de 150 rpm. Apés esse periodo, a turbidez de
cada cultura foi ajustada para uma unidade 1,0 de densidade 6ptica a 540 nm,
correspondendo a 108 células.mL™.

Para avaliacdo da eficiéncia de solubilizacédo de fosfato de ferro, foi utilizado
o0 meio liquido MS para solubilizacéo descrito por Nahas et al. 1994 (Barroso & Nahas
2005). Esse meio consiste de NaCl 0,1 g.L't; NH4CI 1,0 g.L't; KCI 0,2 g.Lt; CaCl2.2H20
0,1 g.L% MgS04.7H20 1,2 g.L; glucose 10,0 g.LY; extrato de levedura 0,5 g.L™.
Foram utilizados 40 mL de meio de cultivo distribuidos em Erlenmeyer de 125 mL
contendo 2,0 g.L! de fosfato de ferro — Fe (POs) - como Unica fonte de P.

Posteriormente, o meio foi autoclavado por 15 minutos a 121 °C, o pH foi ajustado
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para 7,5 com 110 uL hidréxido de sédio (NaOH) 1 M estéril. Em seguida, aliquotas de
200 uL de cada suspenséao de células foram inoculadas em triplicata nesse meio de
cultura e incubadas durante 10 dias, sob agitacdo constante de 130 rpm, a
temperatura de 28 °C+ 2. Em seguida, as culturas foram transferidas para tubos
falcon, e centrifugadas por 10 minutos 8.000 rpm e o sobrenadante filtrado em um
papel de filtro Whatman n°42.

Para a determinagdo do fosforo solubilizado foi aplicado o método
colorimétrico de Murphy & Riley (1962) em espectrofotdbmetro com o comprimento de
onda de 880 nm, subtraindo-se o P soluvel contido nas amostras que foram incubadas
pelo valor de P contido na amostra controle (meio de cultura com P-Fe sem
inoculacdo) e uma curva padréo de fosfato de potassio monobéasico (KH2POa) para
quantificagdo do P em mg.Lt. O pH foi determinado no restante do filtrado de todas
as amostras, incluindo os controles. Todos os materiais utilizados nas medicfes foram
previamente lavados com &cido cloridrico (10 % v/v), para remover qualquer residuo

de fosforo potencial na vidraria.

4.3 QUANTIFICACAO DE ACIDOS ORGANICOS

Para determinacédo da concentra¢éo dos acidos organicos, o sobrenadante da
andlise de solubilizagdo de fosfato de ferro foi filtrado em membrana PES de 0,22 um
e quantificados por HPLC (High Performance Liquid Chromatography), modelo
Alliance 2695 marca Waters (equipado com detector de Conjunto de Fotodiodo (PAD))
operando no comprimento de onda de 210 nm e com a temperatura da célula do
detector a 35 °C. A coluna utilizada foi AMINEX — HPX 87H — BioRad eluida com uma
fase moével de H2SOs com 5 mMol.Lt em fluxo de 0,6 mL.mint. Os picos
correspondentes a cada acido foram identificados pelo tempo de retencéo, utilizando-
se como comparacédo os tempos de retengdo dos padrées e também de acordo com
0 espectro de cada padrdo no detector de arranjo de diodos (DAD). Os acidos
organicos analisados foram: aceético, 2-cetogluconico, férmico, gluconico, citrico,
latico, oxalico, propidnico e succinico. A concentracéo obtida foi expressa em mmol.L

1 de 4cido.
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4.4 AVALIACAO DA CAPACIDADE E EFICIENCIA DAS BACTERIAS NA
PRODUCAO DE SIDEROFOROS

As estirpes bacterianas foram pré-cultivadas em meio caldo nutriente e
crescidos por trés dias a 28 °C. Posteriormente foram preparadas suspensdes
bacterianas com uma densidade otica igual a 0,5 (DO = 0,5 a 540 nm) em solugéo
salina [0,85% (m/v) NaCl]. Aliuota de 60 uL de cada suspensdo bacteriana foi
inoculada com trés repeticbes em 3 mL de meio de cultura caldo nutriente diluido seis
vezes e incubadas por 72 h a 28 °Cz 2, sob agitagao de 150 rpm.

ApGs esse intervalo, as culturas foram transferidas para tubos tipo Eppendorf
de 1,50 mL e centrifugadas durante 10 minutos a 12000 rpm. Cem microlitros do
sobrenadante de cada cultura foi coletado e transferido para uma microplaca de 96
pocos, onde foram acrescentados 100 pL do reagente CAS (Chrome Azurol S)
(Schwyn & Neilands 1987). A solucdo CAS foi preparada a fresco adicionando
cuidadosamente nessa ordem, 50 mL de acido succinico 118,06 g.L* com pH-5,6; 25
mL de brometo de cetil trimetil amdnio (CTAB) 1,82 g.L%; 1,5 mL de cloreto de ferro Il
(FeCl3.6H20) 0,27 g.L* (diluido em 0,84 mL.L* de HCI), e 7,5 mL de cromo azurol
1,21 g.L ', completando com agua Milli-Q para um volume final de 100 mL de solugéo
CAS. Ap6s 20 minutos, as microplacas foram analisadas em espectrofotdmetro (630
nm).

A quantidade de sider6foros produzido por cada cultura foi estimada por meio
da utilizacdo de uma curva padrdo exponencial, contendo 0 a 90 uM de EDTA (acido
etilenodiamino tetra-acético). Como controle negativo, foram utilizados meios de
culturas ndo inoculados. Os ensaios foram plotados considerando a descoloracao (d)
da solugcéo CAS (%) em funcédo da concentracéo de sideréforos (1). Presumindo uma
associacao de equilibrio de dissociacao, os dados foram ajustados usando (2) com
ymax =100 (Mehnert et al. 2017). Todas as vidrarias utilizadas nas analises de producéo
de sideroforos foram tratadas com &cido cloridrico (HCI) 6 M para a remocao de

residuo de ferro.

_ Aref — Asob (2) y= ymax(1 — e™**)
(1) d= Aref AO
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Zero absorbancia (A0) = 75 mM EDTA
Absorbancia Referéncia (Aref) = meio de cultura sem inoculacao e solugao CAS
Absorbancia da Amostra (Asob) = sobrenadante de amostra e solucdo CAS.

4.5 EFICIENCIA AGRONOMICA DOS MICRORGANISMOS INOCULADOS SOBRE
O CRESCIMENTO DE PLANTAS DE MILHO

Nos experimentos em casa de vegetacao, foram selecionadas cinco estirpes
B1931 de Pantoea ananatis, B2096 de Pseudomonas sp., B2010 de Enterobacter sp.,
B1935 de Bacillus sp. e B1923 de Bacillus subtilis, com base na eficiéncia de producéo
de sideroforos e solubilizac&o de fosfato de ferro.

Foram conduzidos dois experimentos em casa de vegetacdo da Embrapa
Milho e Sorgo, em Sete Lagoas, MG. No primeiro experimento foi utilizado um solo de
mata natural da regido de Cambuquira- MG, com as seguintes caracteristicas fisico-
quimicas: pH H20: 6,3; pH CaClz: 5,7; P meh.: 34,6 mg.dm3; K*: 0,30 cmolc.dm3; Al3*:
0,0 cmolc.dm3; Ca?*: 3,74 cmolc.dm3; Mg?*: 0,81 cmolc.dm3; H+Al = 1,80 cmolc.dm-
3. SB (soma de bases) =4,85 cmolc.dm3; V (saturacdo de bases) = 73 %; M.O.
(matéria organica): 2,8 dag.Kgt; B: 0,33 mg.dm3; Cu: 5,9 mg.dm3; Fe: 55 mg.dm3;
Mn: 18,3 mg.dm3; Zn: 4,1 mg.dm e teor de argila = 445 g.kg™?; silte: 50 g.kg™* e areia
total: 505 g.kg* com 5,64% de 6xidos Fe, 11,26% de Al203 e 72,50% de SiO2.

No segundo experimento foi utilizado outro solo denominado como artificial,
conforme descrito a seguir. Este solo artificial, foi composto por dois tipos de areia de
aquario (fina e grossa) e mistura a caulinita (argila) de composicao Al4(SisO10).(OH)s.
A proporcéo usada foi de 56% da areia branca grossa para 24% da areia fina e 20%
de caulinita, sendo que essa mistura foi realizada dez dias antes da montagem do
experimento. Foram misturados os trés compostos e adicionando agua aos poucos
até formar uma massa, que foi deixada para secar por 24 horas e em seguida,
umedecida novamente para que a caulinita formasse agregados. Esse processo foi
realizado por trés vezes e posteriormente a mistura foi autoclavada por 30 minutos a
121°C e secada em estufa a 65°C.

Foram utilizados tubetes de 300 g de capacidade nos quais foram usados
barbantes para auxiliar na irrigacéo e adicionados seixos de pequenas espessuras

para cobrir o fundo dos tubetes e ndo permitir a saida dos solos. Para o preparo do
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inoculante, os microrganismos foram crescidos em meio de cultura Caldo Nutriente
(Nutrient Broth) por trés dias a 28+ 2°C, sob agitacdo constante de 130 rpm.
Posteriormente as culturas foram centrifugadas por 10 minutos, a 8000 rpm e
preparadas suspensodes bacterianas com solucéo salina [0,85% (m/v) NaCl].

As suspensfes bacterianas foram ajustadas a absorbancia igual a 1,0 em
comprimento de onda de 540 nm para padronizacdo final do inoculante na
concentracdo de 108 células.mL!l. Em seguida, para cada 2 mL de suspensdo
bacteriana foram adicionados 0,20 g de biomafix (Bioma), para melhorar a aderéncia
das culturas nas sementes. A mistura inoculante mais semente foi homogeneizada e
deixada em repouso até o momento do plantio.

No primeiro experimento, foi utilizado o solo de mata de origem vulcénica, que
nao recebeu nenhum tratamento quimico e por nunca ter sido cultivado, ndo houve a
necessidade de fazer calagem, porque esse solo possui alta fertilidade natural. Houve
aplicacéo de 0,74 g.L de acido bérico (HsBOa4) usando apenas 1 mL.L* de solugdo
nutritiva, 84 g.L* de nitrato de amdnio (NH4NO3- 60 ppm) e apenas 2 mL para cada
1 litro de solucéo nutritiva. Essa solucéo nutritiva de boro e nitrogénio foi aplicada no
dia do plantio.

Os tratamentos constituiram de um delineamento inteiramente casualizado,
com cinco repetigdes e 12 tratamentos, totalizando 6 tratamentos relativos ao tipo de
inoculacdo (sem bactéria e 0s cinco estirpes bacterianas) e dois tipos de adubacao,
sem fosforo e com fosfato de ferro (FePOa4) na dose de 150 kg.ha de P20s, (Tabela
1). Em cada tubete, foram semeadas cinco sementes de milho AG 7098PRO2
deixando-se trés plantas por tubete apés o desbaste, efetuado no 8° dia apds o plantio.
Posteriormente ao 9° dia, foi realizada a reinoculacdo das bactérias com 1 mL de
solucdo bacteriana por planta. O experimento foi coletado ap6s 28 dias de
crescimento.

No segundo experimento, os tratamentos constituiram de um delineamento
inteiramente casualizado sendo oito tratamentos no total, com seis tratamentos
diferentes ao tipo de inoculacdo (sem bactéria e cinco com bactérias) com fosfato de
ferro (FePOa4) a 150 kg.hat de P20s de fonte de P e dois tipos de controle (auséncia
de fésforo e com fosforo na solug&o nutritiva) em blocos com cinco repeti¢cdes (Tabela
2). No dia do plantio e a cada cinco dias, as plantas foram irrigadas com solugéao
nutritiva (Hoagland), (Velloso 2019) com modificagbes, preparadas individualmente
todas as solucdes estoque de macronutrientes em frasco ambar, e no dia da aplicagao

realizada a mistura, composta por 2 mL de sulfato de potassio (K2S0a) 44,5 g.L%; 1
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mL de fosfato de potassio monobasico (KH2PO4) 136,0 g.L%; 2 mL de cloreto de célcio
(CaCl2.2H20) 221,0 g.L'; 2 mL de sulfato de magnésio (MgS0Oa4.7H20) 215,0 g.L%; 2
mL de nitrato de amoénio (NH4sNOz) — 60 ppm 84,0 gL' e 1 mL de Fe EDTA
(C10H12N20sFeNa.3H20) 32,4 g.L ' e 1mL de solugdo estoque de micronutrientes
contendo 0,74 g.L! de acido bérico (HsBOa4); 0,37 g.L! de molibdato de amdnio
(NH4)MO7024.4H20; 0,22 g.L* de sulfato de zinco; 1,52 g.L! de sulfato manganoso
(MnS04.1H20) e 0,07 g.L* de sulfato de cobre (CuSOs4), para obter um volume final
de 1 litro. Foram semeadas cinco sementes de milho AG 7098PRO2 deixando-se trés
plantas por tubete apds o desbaste, efetuado oito dias apds o plantio. Apds nove dias,
foram feitas reinoculagédo com 1 mL de solugéo bacteriana por planta. O experimento
foi coletado aos 43 dias de crescimento.

Tabela 1- Eficiéncia agrondmica da inoculacdo simples com as bactérias endofiticas, com
solo de mata natural, de origem vulcanica da regido de Cambuquira-MG e sobre o crescimento
de plantas de milho em casa de vegetagéo.

Tratamentos Inoculante Identificagao Fonte
1 BO Controle
2 B1931 Pantoea ananatis
3 B2096 Pseudomonas sp. Sem FePO,
4 B2010 Enterobacter sp.
5 B1923 Bacillus pumilus
6 B1935 Bacillus subtilis
7 BO Controle
8 B1931 Pantoea ananatis
9 B2096 Pseudomonas sp. Com FePO.
10 B2010 Enterobacter sp.
11 B1923 Bacillus pumilus
12 B1935 Bacillus subtilis
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Tabela 2- Eficiéncia agrondmica da inoculagdo simples com as bactérias endofiticas, com

solo artificial e sobre o crescimento de plantas de milho em casa de vegetacgéo.

Tratamentos Inoculante Identificagéo Fonte
1 BO Sem adubagrilo P Sem FePO,
2 BO Com adubacéo P
3 BO Sem P
4 B1931 Pantoea ananatis
B2 :
5 096 Pseudomonas sp Com FePO.
6 B2010 Enterobacter sp.
7 B1923 Bacillus pumilus
8 B1935 Bacillus subtilis

Na coleta dos experimentos, foram medidas as alturas das plantas (cm) (AP),
altura da folha bandeira (cm) (AFB) e area foliar (cm?) (AF). Foram separados o
sistema radicular da parte aérea, sendo o sistema radicular fotografado com uma
camera digital (Nikon D300S SLR). As imagens obtidas foram analisadas com o auxilio
dos softwares RootReader2D e WinRhizo v. 4.0 (Regent Systems, Quebec, Canada),
sendo quantificadas as caracteristicas relacionadas a morfologia radicular:
comprimento radicular total (cm) (CRT), comprimento radicular com diametro entre 0
e 1,0 mm, 1,0 e 2,0 mm e maiores que 2,0 mm, (CR1, CR2 e CR3) respectivamente,
area superficie total (cm?) (AST), area de superficie de raizes com diametro entre 0 e
1,0 mm, 1,0 e 2,0 mm e maiores que 2,0 mm, (AS1, AS2 E AS3) respectivamente,
volume radicular (cm?3) (VR), diametro médio da raiz (mm) (D) (De Sousa et al. 2012).

As raizes e as partes aéreas das plantas de milho foram colocadas
separadamente em sacos de papel e secos em estufa com circulacéo forcada a 65 °C
e pesados em balanca de precisdo apos a obtencdo do peso constante. A massa seca
total (PST) foi calculada somando-se a massa seca da parte aérea (PSPA) e a massa
seca da raiz (PSR). Além disso, 0 peso seco dentro de cada repeticao foi divido pelo
0 numero de plantas dentro da repeticdo, obtendo-se o peso médio por planta. Em
seguida, as amostras foram encaminhadas para analise do teor de nutrientes. O solo
foi armazenado para andlise do teor de P (Olsen) e andlise quimica de elementos
maiores de minerais por Fluorescéncia de Raios-X (Espectrometria de Emisséo Optica

com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-OES).
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4.6 ANALISE QUIMICA DE ELEMENTOS MAIORES POR FLUORESCENCIA DE
RAIO X

As amostras de solo foram enviadas para o Centro Regional para o
Desenvolvimento Tecnologia e Inovacdo CRTI na Universidade Federal de Goias -
UFG - GO. Aproximadamente 5,0 gramas de solo de cada amostra foi separada por
guarteamento manual e pulverizada em moinho planetario de bolas (agata) por 40
minutos, posteriormente as amostras foram secas em estufa a 105 °C por 12 horas e
destinadas a determinagéo da perda na igni¢cao (LOI) ou ganho na igni¢édo (GOI). Para
determinac¢do do LOI ou GOI, as amostras foram calcinadas a 1000 °C por 5 horas.
Uma aliquota de 1,0 grama de cada amostra, previamente calcinada, foi fundida com
9,0 gramas de tetraborato de litio.

As medidas de fluorescéncia de raios X (FRX) foram realizadas em um
espectrometro ZSX Rigaku modelo Pirmus IV, equipado com tubo de Rh. Para anélise
dos oxidos maiores, a calibracdo foi realizada com uma curva composta por padroes
de rochas e minerais naturais certificadas. Os valores obtidos para 0s 6xidos maiores

estdo representados em porcentagem (%) de massa, em base umida.

4.7 ANALISE DO TECIDO VEGETAL DAS PLANTAS DE MILHO

As amostras de tecidos da parte aérea e raiz das plantas de milho foram
enviadas para o laboratério de andlise de solo, tecido vegetal e fertilizante na
Universidade Federal de Vicosa UFV — MG. As amostras foram novamente secas em
estufa de circulacdo forcada durante 72 horas por 68 a 72 °C. Em seguida, as
amostras foram moidas em moinhos de facas de acgo inox, posteriormente
homogeneizadas por agitagdo, acondicionadas em frascos de vidro. Todos os
recipientes utilizados nas analises estavam livres de contaminag&o. O procedimento
de descontaminacao da vidraria foi feito com escova e sapolio, mergulhando-se, em
seguida, os recipientes em uma bandeja com solu¢éo de acido cloridrico (HCI) a 2 %
por um periodo de cinco minutos e enxaguando-os em agua deionizada. Apds a
drenagem do excesso de agua, os recipientes foram colocados em estufa para

secagem. O método para determinacédo dos teores de P foi realizado por digestado
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nitricoperclorica, onde pesou 0,5 g do material moido, despejando-os em tubos de
digestdo, e posteriormente adicionado 10 mL da mistura de &acido nitrico + &cido
perclorico na propor¢cdo 4:1 dentro de capela de exaustdo. O material foi levado em
chapa quente pré-aquecida a 80 °C e aumentar a temperatura gradativamente até
atingir 200 °C. Assim que o extrato ficou cristalino, foi retirado da chapa para
resfriamento. Em cada amostra o volume foi completado para 25 mL com &agua
deionizada. A determinacdo do P, foram quantificados utilizando espectrémetro de
emissao optica com plasma indutivamente acoplado- (ICP- OES; Perkin EImer Modelo
Optima 8300 DV). O equipamento foi calibrado com solugéo multielementar na mesma
matriz das amostras em diferentes intervalos de concentragées conforme descrito a
seguir: K: 3 a 300 mg.L?; Ca: 2,4 a 240 mg.Lt; Mg: 2,0 a 200 mg.L; Se P: 0,8 a 80
mg.L?; Fe: 0,4 a40 mg.L?; Mn: 0,2 a20 mg.L?; Cu, Zne B: 0,02a2 mg.L™.

4.8 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA FOSFATASE ACIDA E ALCALINA

Para determinacdo da atividade da fosfatase foi empregado o método
preconizado por Tabatabai et al. (1994). Amostras de 0,150 g de solo foram tratadas
com 0,48 mL de solucédo contendo TRIS e os acidos malico, citrico e bdrico, cujo pH
foi ajustado de acordo com a fosfatase a ser analisada; pH 6,5 para acida e 11,0 para
alcalina. Em seguida, adicionou-se 0,12 mL de solucéo p-nitrofenil fosfato de sodio
0,05M e elas foram incubadas por uma hora a 37°C.

Apos a incubacédo, adicionou-se 0,12 mL de solucédo de cloreto de célcio
(CaClz) 0,5M e 0,48 mL da solucdo NaOH 1M, seguindo-se homogeneizacdo em
Vortex e posterior centrifugacdo a 8.000 rpm por cinco minutos. A leitura do
sobrenadante foi realizada no espectrofotdmetro a 400 nm. Foi usado uma curva

padrdo com p-nitrofenil fosfato de sédio 0,05 M.

4.9 DETERMINACAO DE FOSFORO DISPONIVEL OLSEN

Extracdo de fosforo foi feita utilizando 2 g de amostra de solo em Erlenmeyer

de 125 mL com adicédo de 20 mL solucdo de bicarbonato de sodio 0,5 N; a pH 8,5.
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Agitado por 30 minutos com Orbita de 200 rpm. O método original € de OLSEN (Van
Raij et al. 1978; Olsen 1953). Posteriormente, as amostras foram filtradas em papel
de filtro quantitativo Whatman n°42 em copos descartaveis de 50 mL.

Posteriormente 2 mL do extrato da amostra foi transferida para outro copo e
adicionado 4 mL de solucdo de molibdato de amdnio diluido, deixando agir por uma
hora para desenvolver a cor. A leitura foi realizada em espectrofotometro com

densidade 6tica de 660 nm.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados dos experimentos de laboratério foram submetidos a anélise de
variancia (p<0,05) utilizando o programa Sisvar (Ferreira 2011) e, quando ocorreu
diferenca significativa entre as médias, procedeu-se de comparacdes entre elas pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. As andlises de correlacdo de Pearson
foram realizadas utilizando o programa EXCEL a 5% de probabilidade. Os
experimentos de casa de vegetacao, foram submetidos a analise de variancia e teste
de Tukey (p<0,05). O delineamento foi inteiramente casualizado (DIC), usando fatorial
duplo apenas para o solo da regido de Cambuquira (fertilizacdo e inoculacdo com

bactérias) através do programa estatistico Sisvar (Ferreira 2011).
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5 RESULTADOS

5.1 MECANISMOS DE SOLUBILIZACAO DE FOSFATO DE FERRO EM MEIO
LIQUIDO.

Houve diferenca significativa para as estirpes testadas quanto a liberacéo do
fésforo, pH e producdo de sideréforos (Tabela 3). Dentre as avaliadas a B2093 e
B1931 Pantoea ananatis apresentaram menor liberacdo de P (8,09 mg.L'!) e maior
liberacdo de P (49,02 mg.L) respectivamente, em relacdo ao controle ndo inoculado.

As estirpes B1931 de Pantoea ananatis e B2096 de Pseudomonas sp. foram
as mais eficientes na solubilizagdo de P com valores de 11,49 % e 11,04 % em relac&o
ao fosforo total aplicado no meio de cultura, respectivamente, seguidas por B1934 de
Pantoea ananatis e B1923 de Bacillus sp. com 9,71 % e 5,67 %, respectivamente,
apresentando diferenca significativa em relacéo ao controle ndo inoculado (Tabela 3).

Houve diferencas significativas nos valores de pH com o uso de diferentes
estirpes (Tabela 3). De modo geral, todas apresentaram reducéo do pH no meio de
cultura, com algumas estirpes apresentando valores de pH préximos a 2,84 para
estirpe B1923 Bacillus pumilus e 2,90 para estirpes B1931 P. ananatis e B1912,
diferindo das demais. Os dados revelaram uma correlagdo significativamente
moderada e negativa (r=-0,57) entre a solubilizacdo de P e os valores de pH no meio

de cultura para os microrganismos testados.
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Tabela 3- Valores médios de fésforo liberado em meio de cultura contendo o fosfato de ferro (mg. L™ e %) no 10° dia, pH

final do meio de cultura e a quantificacdo da produgéo de sideroforos (UM) em 72 horas por bactérias endofiticas.

, o P-Fe Sidero6foros
Estirpes Identificagao pH
(mg. L?) % (M) 72H

- Controle 0,002 £ 0,09 f 0,04 5,71£0,02 | 0,05+0,04 f
B1931 Pantoea ananatis 49,02+1,83 a 11,49 290+0,01 b 11,56 £ 0,19 e
B2096 Pseudomonas sp. 53,13+6,48 a 11,04 3,23+£0,02 f 19,44 £ 0,60 c
B1934 Pantoea ananatis 39,87+221 b 9,71 297+0,01 c 2448+1,19 b
B1917 Pantoea sp. 18,38+ 1,47 c 491 3,19+0,00 f ns
B1923 Bacillus pumilus 23,25+1,08 c 5,67 284+0,01 a ns
B1924 Klebsiella sp. 20,25+0,36 ¢ 4,94 3,52+£0,01 i ns
B1928 Burkholderia gladioli 18,98+ 1,93 c 5,21 3,14+0,01 e ns
B1935 Bacillus subtilis 24,38+0,15 ¢ 5,34 3,03+£0,02 d 12,18+ 0,66 e
B2010 Enterobacter sp. 21,98 + 0,59 c 5,36 3,38+0,00 g 15,70+ 0,45 d
B2099 Bacillus subtilis 1527+0,53 d 3,73 3,45+0,01 h ns
B2100 Serratia sp. 1445+026 d 3,53 3,50+£0,02 i 18,32+0,31 ¢
B2111 Bacillus subtilis 15,94 +0,88 d 3,89 3,47 +0,03 i ns
B1912 - 8,43+093 e 2,04 290+£0,02 b 11,24+0,44 e
B2093 - 8,09+£0,30 e 1,97 3,43+£0,01 h 9,08+£0,55 e
B2109 - 9,38+£0,61 e 2,29 3,98+£0,03 | 28,42+1,40 a

Resultados expressos a partir da média de 3 triplicatas + erro padrdo das médias, resultados seguidos de mesma letra
mindscula na coluna nao diferem entre si pelo teste Scott-Knott 5%). A porcentagem (%) da solubilizacédo do P-Fe, foi

calculado em relac&o a quantidade de fésforo total aplicado no meio de cultura; ns-néo significativo.
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5.2 AVALIACAO DA CAPACIDADE E EFICIENCIA DE BACTERIAS NA
PRODUCAO DE SIDEROFOROS

Com relagcdo a producdo de sideroforo, observou-se uma diferenca
significativa entre as estirpes (Tabela 3), sendo que, os maiores valores de producao
foram de 28,42 para estirpe B2109, valores de 24,48 uyM para B1934 de Pantoea
ananatis, 19,43 yM para B2096 Pseudomonas sp. e 15,70 yM para B2010 de
Enterobacter sp.. A estirpe B2093 produziu menor quantidade de sideréforos (9,08
MM). Verificou-se uma correlacdo nao significativa, e positiva de baixa magnitude (r=
0,37) entre os resultados da solubilizagcédo de fosfato de ferro e a producdo de

sideroforos para as estirpes testadas.

5.3 PRODUCAO DE ACIDOS ORGANICOS PELOS MSF

A andlise cromatogréfica para determinacdo de acidos organicos produzidos
por microrganismos endofiticos solubilizadores de fésforo foi realizada com o
sobrenadante da solubilizacéo de fosfato de ferro no tempo de incubacéo de 10 dias.
Todas as estirpes produziram acidos organicos (Tabela 4). Foi observada a producéo
de quatro &cidos organicos identificados por HPLC, como acético, 2-cetoglucénico,
glucénico, férmico. Quatro compostos nao foram detectados nas amostras analisadas:
acidos citrico, latico, oxalico e succinico.

A quantidade de acidos organicos variou, apresentando minimos e maximos
de 0,49 a 18,74 mmol.L? para acético, 1,52 a 9,69 mmol.L! para &acido 2-
cetogluconico, 0,76 a 1,06 mmol.L* para acido glucénico e 0,31 a 1,92 mmol.L* para
acido férmico.

A estirpe B1924 de Klebsiella sp. produziu maior teor de acido acético 18,74
mmol.L? e a estirpe B1912 produziu os maiores teores de acidos 2-cetoglucénico 9,69
mmol.L? e glucdnico 1,06 mmol.Lt. O maior teor de acido férmico foi produzido pelas
estirpes P. ananatis (B1934) e B. subtilis (B1935). A estirpe B2096 (Pseudomonas sp.)
e B1934 (P. ananatis) produziram acidos organicos em trés picos néao identificados

conforme a tabela 4.
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Tabela 4- Acidos organicos produzidos pelas estirpes bacterianas durante a solubilizacdo de fosfato de ferro, determinado

por cromatografia liquida de alta performance.

Identificacdo

Producéo de Acidos Orgéanicos 35° C (mmol.L™?)

Acético 2-Cetoglucénico Glucénico Formico Citrico Latico Oxdalico Succinico Desconhecido? Total
(B1912) nd 9,69+0,48b 1,06+0,18a 0,41+0,06c nd nd nd nd nd 11,16 ¢
Pantoea sp.(B1917) 5,63+0,05b nd nd 0,95+0,07b nd nd nd nd BC 6,58 d
Bacillus pumilus.(B1923) 3,15+047d 13,73+0,70 a 0,76 +0,18b 0,31+0,05¢ nd nd nd nd nd 17,95 b
Klebsiella sp.(B1924) 18,74+ 0,52 a nd nd 1,06 £0,09b nd nd nd nd BC 19,8 a
Burkholderia gladioli.(B1928) 4,87 +0,04c nd nd 0,86 £0,04 b nd nd nd nd B 5,73d
Pantoea ananatis.(B1931) 0,49 £0,02f nd nd nd nd nd nd nd BC 0,49 e
Pantoea sp. (B1934) 0,61+£0,04f 152+0,31e nd 1,84+0,13a nd nd nd nd ABC 3,97d
Bacillus subtilis.(B1935) 0,26 + 0,01 f 3,13+0,23d nd 192+0,21a nd nd nd nd AC 531d
Enterobacter sp.(B2010) 5,01+0,07c nd nd 0,72+0,13b nd nd nd nd BC 5,73d
B2093 582+0,13b nd nd 0,56 + 0,06 c nd nd nd nd BC 6,38 d
Pseudomonas sp.(B2096) 1,17+0,88 e 4,3+0,70c nd 1,12+£0,26 b nd nd nd nd ABD 6,59 d
Bacillus subtilis.(B2099) 4,89+ 0,09 c nd nd 0,43+0,01c nd nd nd nd BC 5,32d
Serratia sp.(B2100) 4,78+ 0,27 c nd nd 0,43+0,03¢c nd nd nd nd BC 521d
(B2109) 1,37+0,10 e nd nd 0,36 = 0,02c nd nd nd nd CD 1,73 e
Bacillus subtilis.(B2111) 4,74+0,20 c nd nd 0,42+0,01c nd nd nd nd B 5,16 d

Resultados expressos a partir da média de 3 triplicatas + erro padrdo da média, 2compostos organicos desconhecidos
eluidos nos seguintes tempos de retengdo (min): A: 11,30, B: 17,29, C: 20,05 e D: 26,45. nd: ndo detectado. Resultados
com a mesma letra na coluna ndo apresentam diferenca significativa pelo teste Scott Knott ao nivel de 5%.



26

5.4 EFICIENCIA AGRONOMICA DOS MICRORGANISMOS PARA O
CRESCIMENTO DE PLANTAS DE MILHO

Para os parametros agronémicos avaliados em casa de vegetacédo: altura de
planta (AP), altura da folha bandeira (AFB), area foliar (AF), massa seca da parte
aérea (PSPA), massa seca da raiz (PSR) e massa seca total (PST), os resultados ndo
foram significativos para os dois tipos de solos avaliados (solo artificial e solo de mata
natural, de origem vulcanica da regido de Cambuquira-MG), conforme mostrado nas
tabelas 5 e 6.

Nos experimentos de morfologia radicular com solo artificial, as analises dos
parametros avaliados ndo mostraram diferenca significativa pelo teste de Scott-Knott
de média (p<0,05) (Tabela 7).

Tabela 5- Dados médios para o0 crescimento agronémico da planta de milho em casa de

vegetacgdo, cultivada em solo artificial, com fosfato de ferro.

Tratamentos Fonte AP(cm) AFB (cm) AF(cm? PSPA(g) PSR(g) PST(g)
Sem adubacéo P (B0) Sem FePOa 25,85 a 15,80 a 10,30 a 0,41 a 036 a 0,77 a
*Com adubacéo P (BO) 25,30 a 15,95 a 9,10 a 0,46 a 038 a 085 a
Sem P (BO) 27,50 a 17,45 a 13,14 a 0,48 a 036 a 083 a
Pantoea ananatis (B1931) 25,10 a 16,10 a 10,89 a 0,48 a 039 a 087 a
Pseudomonas sp. (B2096) Com FePO. 24,05 a 15,65 a 791 a 0,43 a 036 a 0,78 a
Enterobacter sp. (B2010) 25,70 a 17,50 a 8,13 a 0,50 a 0,39 a 0,89 a
Bacillus pumilus (B1923) 24,00 a 14,75 a 10,22 a 0,47 a 0,40 a 0,87 a
Bacillus subtilis (B1935) 24,25 a 14,55 a 10,71 a 0,44 a 040 a 084 a

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si pelo teste Scott-
Knott de média (p<0,05). Altura de planta (AP), altura da folha bandeira (AFB), &rea foliar (AF),
massa seca da parte aérea (PSPA), massa seca da raiz (PSR) e massa seca total (PST).
*Tratamento com irrigacdo de solucao nutritiva contendo fosforo.
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Tabela 6- Dados médios para o crescimento agrondmico da planta de milho em solo de mata natural, de origem vulcanica da regido de Cambuquira-

MG.
Tratamentos AP (cm) AFB (cm) AF (cm?) PSPA (g9) PSR (g9) PST (9)
SF CF SF CF SF CF SF CF SF CF SF CF

Controle (BO) 28,65 aA 31,80 aA 18,00 aA 20,60 aA 15,84 aA 28,41 aA 0,39 aA 0,47 bA 0,28 aA 0,33 aA 0,67 aA 0,80 aA
P. ananatis (B1931) 29,17 aA 34,81 aA 16,33 aB 20,81 aA 17,60 aB 37,21 aA 0,50 aA 0,61 aA 0,33 aA 0,38 aA 0,83 aA 1,00 aA
Pseudomonas sp. (B2096) 22,31 aB 31,75 aA 18,06 aA 19,15 aA 21,24 aA 34,37 aA 0,44 aA 0,49 bA 0,31 aA 0,37 aA 0,75 aA 0,86 aA
Enterobacter sp. (B2010) 27,60 aA 32,26 aA 18,50 aA 18,85 aA 18,29 aA 15,79 bA 0,43 aA 0,48 bA 0,28 aA 0,35 aA 0,68 aA 0,82 aA
Bacillus pumilus (B1923) 22,15 aB 31,35 aA 15,95 aA 19,15 aA 25,74 aA 31,52 aA 0,40 aA 0,49 bA 0,29 aA 0,34 aA 0,71 aA 0,82 aA
Bacillus subtilis (B1935) 25,65 aA 29,00 aA 17,35 aA 17,00 aA 13,43 aA 21,34 bA 0,35 aA 042 bA 0,23 aB 0,30 aA 0,58 aA 0,72 aA

Médias 27,2B 31,83A 17,37B 19,29 A 18,68B 28,02A 041B 049A 028B 034A 069B 0,83A

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna nédo diferem entre si dentro de cada fonte de P pelo teste Scott-Knott de média (p<0,05).
Pardmetros com médias seguidas da mesma letra mailscula na linha, ndo diferente entre si pelo teste de Scott-Knott de média (p<0,05). SF: sem
FePO,; CF: com FePO,. Altura de planta (AP), altura da folha bandeira (AFB), area foliar (AF), massa seca da parte aérea (PSPA), massa seca da
raiz (PSR) e massa seca total (PST). SF: sem FePO,; CF: com FePO..
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Tabela 7- Parametros morfolégicos da raiz de milho inoculado com estirpes de bactérias solubilizadoras de fosfato, cultivado em solo artificial, com

fonte de fosfato de ferro.

Tratamentos Fonte D VR SA SAl SA2 SA3 CRT CR1 CR2 CR3

(mm) (cm®) (cm?) (cm?) (cm?) (cm?) (cm) (cm) (cm) (cm)
Sem adubacgéo P (BO) Sem 0,24 a 277 a 257,39 a 186,31 a 38,44 a 6,23 a 1913,14 a 1808,22 a 96,84 a 7,62 a
Com adubacéo P (B0O) FePO4 0,22 a 331 a 306,06 a 21928 a 4821 a 599 a 2260,13 a 213122 a 120,55 a 7,85 a
Sem P (BO) 0,30 a 2,77 a 282,41 a 209,75 a 38,12 a 425 a 231320 a 220947 a 97,93 a 521 a
P. ananatis (B1931) 0,25 a 3,46 a 326,26 a 237,12 a 48,63 a 6,25 a 2459,66 a 2328,81 a 12251 a 7,76 a
Pseudomonas (B2096) Com 0,22 a 3,11 a 283,18 a 201,21 a 4291 a 8,46 a 2060,40 a 1943,25 a 106,59 a 10,14 a
Enterobacter sp. (B2010) FePOa4 0,26 a 349 a 32301 a 22696 a 50,38 a 10,00 a 238550 a 2247,28 a 12559 a 12,02 a
Bacillus pumilus  (B1923) 0,21 a 3,19 a 302,34 a 220,82 a 4198 a 7,14 a 228256 a 216857 a 104,71 a 8,78 a
Bacillus subtilis ~ (B1935) 0,24 a 322 a 31245 a 23559 a 3923 a 5,04 a 243342 a 232741 a 99,40 a 6,20 a

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si dentro de cada fonte de P pelo teste Scott-Knott de média (p<0,05).
Pardmetros com médias seguidas da mesma letra mailscula na linha, ndo diferente entre si pelo teste de Scott-Knott de média (p<0,05). SF: sem
FePO,; CF: com FePO.. Diametro (D), volume radicular (VR), area de superficie radicular total (AS), area de superficie de raizes com diametro entre
0 - 1,0 mm (AS1), area de superficie de raizes com diametro entre 1,0 - 2,0 mm (AS2), area de superficie de raizes com diametro maior que 2 mm
(AS3), comprimento radicular total (CRT), comprimento radicular com didmetro entre 0 - 1,0 (CR1), comprimento radicular com diametro entre 1 - 2,0

(CR2), comprimento radicular com diametro maior que 2,0 (CR3). *Tratamento com irrigacdo de solucdo nutritiva contendo fésforo.
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Na morfologia radicular do experimento com solo de mata natural, de origem
vulcanica da regido de Cambuquira-MG, n&o houve diferenca significativa para os
testes de volume radicular (VR); area superficial entre 1-2 mm (SA2) e comprimento
radicular entre 1-2 mm (CR2). Por outro lado, as diferencas foram significativamente
com efeitos positivos para cada estirpe nos experimentos realizados com e sem Fe. A
estirpes B1931 de P. ananatis, por exemplo, apresentou diferenca significativa para
CRT (3270,0 cm) com fonte de P, quando comparada com o tratamento sem fonte de
P (2013,6 cm). As estirpes B1923, B2010 e B1931 foram significativamente melhores
gue as demais estirpes com adicao de fosfato de ferro para CRT, AS e AS1.

A estirpes B1931 apresentou melhores resultados na AS, AS1 e VR
demonstrando valores de 2,59 cm e 3,84 cm para VR com fonte e sem FePOa,
respectivamente. A estirpe B2096 de Pseudomonas apresentou valores de 0,42 mm
e 0,41 mm para D, com e sem FePOa4, respectivamente e CR3 com valores 2,58 cm
com FePO4 e 2,16 cm sem FePOas. O desempenho da estirpe B2010 Enterobacter
apresentou, para CR3, valores de 3,53 cm com FePO4 e 0,90 cm sem FePO4 (Tabela
8).
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Tabela 8- Parametros morfolégicos da raiz da planta de milho, inoculadas com estirpes de bactérias solubilizadoras de

fosfato, com e sem fonte de fosfato de ferro em solo de mata natural, de origem vulcanica da regido de Cambuquira- MG.

Tratamentos D (mm) AS (cm?) AS1 (cm?) AS2 (cm?) AS3 (cm?)

SF CF SF CF SF CF SF CF SF CF
Controle (BO) 0,39 aA 0,39 aA 424,61 aA 392,37 aA 344,03 aA 305,19 aA 40,22 aA 46,40 aA 1,14 aA 2,93 aA
Pantoea ananatis (B1931) 0,40 aA 0,39 aA 256,02 bB 397,22 aA 204,36 bB 304,86 aA 27,71 aB 52,66 aA 209 aA 192 aA
Pseudomonas sp. (B2096) 0,42 aA 0,40 aA 377,65 aA 416,22 aA 300,46 aA 323,77 aA 40,99 aA 50,71 aA 3,33 aA 3,28 aA
Enterobacter sp. (B2010) 041 aA 0,40 aA 380,66 aB 484,54 aA 304,01 aB 376,18 aA 41,77 aB 5551 aA 141 aB 565 aA
Bacillus pumilus (B1923) 0,42 aA 041 aA 339,73 aB 461,72 aA 261,76 bB 363,87 aA 46,04 aA 5155 aA 223 aA 2,53 aA
Bacillus subtilis (B1935) 041 aA 0,41 aA 340,82 aA 403,69 aA 270,26 bA 309,92 aA 3953 aA 50,98 aA 131 aA 3,90 aA
Médias 0,41 A 0,40 A 359,55 B 427,78 A 285,75 B 332,29 A 40,18 B 51,27 A 1,85B 3,40A

Tratamentos VR (cm?3) CRT (cm) CR1 (cm) CR2 (cm) CR3 (cm)

SF CF SF CF SF CF SF CF SF CF
Controle (B0) 4,16 aA 3,81 aA 3452,75 aA 3220,80 aA 1673,61 aA 1844,80 aA 51,69 aA 68,34 bA 0,78 aA 2,21 aA
Pantoea ananatis (B1931) 2,59 bB 3,84 aA 2013,67 aB 3270,00 aA 1937,73 aA 2231,83 aA 73,15 aA 101,02 aA 2,61 aA 1,79 aA
Pseudomonas sp. (B2096) 3,97 aA 4,19 aA 2869,81 aA 3293,82 aA 1645,20 aA 2072,60 aA 63,56 aA 84,87 aA 2,16 aA 2,58 aA
Enterobacter sp. (B2010) 3,93 aA 4,78 aA 2934,96 aB 3906,97 aA 1411,70 aA 1878,70 aA 54,55 aA 70,76 bA 0,90 aB 3,53 aA
Bacillus pumilus (B1923) 3,55 aB 4,67 aA 2596,34 aB 3648,20 aA 1451,20 aA 1754,90 aA 69,25 aA 67,08 bA 1,73 aA 1,68 aA
Bacillus subtilis (B1935) 3,49 aA 4,09 aA 2657,39 aA 3181,12 aA 1277,20 aA 1521,90 aA 50,40 aA 6597 bA 0,86 aA 2,38 aA
Médias 3,68 B 4,25 A 2804,7B  343405A 153568B 1884,65A 59,37B 7583 A 1,402B 2,383 A

Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p<0,05). Médias seguidas
da mesma letra mailscula na linha n&o diferente entre si pelo teste Scott-Knott (p<0,05). SF: sem FePO,; CF: com FePO..
Diametro (D), volume radicular (VR), area de superficie radicular total (AS), area de superficie de raizes com didmetro entre
0 - 1,0 mm (AS1), area de superficie de raizes com diametro entre 1,0 - 2,0 mm (AS2), &rea de superficie de raizes com
didmetro maior que 2 mm (AS3), comprimento radicular total (CRT), comprimento radicular com diametro entre 0 - 1,0
(CR1), comprimento radicular com didmetro entre 1 - 2,0 (CR2), comprimento radicular com didmetro maior que 2,0 (CR3).
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5.5 ANALISE QUIMICA DOS OXIDOS MAIORES

Os resultados obtidos por espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado estéo exibidos na tabela 9. Na auséncia de fonte de fosforo
(FePOa), 6xido P20s foi detectado apenas nas estirpes B. pumilus (B1923) e B. subtilis
(B1935). Contudo, na presenca de fonte de fésforo (FePOas), o 6xido P20s foi
detectado em todas as estirpes estudadas.

Os valores de P20s produzidos por todas as estirpes bacterianas (0,1 e 0,11)
foram aproximadamente 769 % superior ao limite minimo detectavel pelo equipamento
(0,013) (Tabela 9). De modo geral, o uso das bactérias solubilizadoras ndo alterou a

presenca dos 6xidos analisados.
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Tabela 9- Analise quimica dos 6xidos maiores por espectrometria de emissao optica com plasma indutivamente acoplado.

Identificacdo Fertilizante SiO, TiO, AlO3 Fe;O3 MnO MgO CaO NaO KO P;0Os SOs Lol Soma

Limite de Quantificacao (%) 0,065 0,002 0,128 0,081 0,001 0,006 0,135 0,004 0,012 0,013 0,11 (%)
Controle (BO) 7598 0,67 11,40 441 <LQ 0,10 0,24 <LQ 0,27 <LQ <LQ 7,73 100,80
Pantoea ananatis (B1931) 75,41 0,66 11,37 4,37 <LQ 0,10 0,24 <LQ 0,27 <LQ <LQ 7,77 100,19
Pseudomonas sp. (B2096) Sem FePO. 73,12 0,73 12,40 4,62 <LQ 0,11 026 <LQ 0,29 <LQ <LQ 8,61 100,24
Enterobacter sp.  (B2010) 73,00 0,72 12,18 460 <LQ 0,10 0,26 <LQ 1028 <LQ <LQ 8,61 99,84
Bacillus pumilus  (B1923) 7546 0,67 11,34 443 <LQ 0,10 0,23 <LQ 0,27 0,10 <LQ 7,73 100,34
Bacillus subtilis (B1935) 7356 0,70 12,32 454 <LQ 0,11 0,26 <LQ 1028 0,10 <LQ 8,62 100,49
Controle (BO) 7493 067 11,40 441 <lLQ 010 024 <LQ 0,27 0,10 <LQ 8,09 100,21
Pantoea ananatis (B1931) 7531 068 1158 445 <LQ 011 024 <LQ 0,27 010 <LQ 8,04 100,78
Pseudomonas sp. (B2096) Com EePO. 74,17 0,74 1195 461 <LQ 010 0,25 <LQ 0,27 0,0 <LQ 8,45 100,65
Enterobacter sp.  (B2010) 7395 068 11,78 450 <LQ <LQ 024 <LQ 028 0,10 <LQ 8,28 99,80
Bacillus pumilus  (B1923) 73,58 0,74 1224 483 <LQ 010 0,25 <LQ 0,28 0,11 <LQ 8,55 100,69
Bacillus subtilis (B1935) 74,37 068 1151 447 <LQ 0,10 0,24 <LQ 028 0,10 <LQ 8,19 99,94

Fe = FePO,

Limite de quantificacdo (<LQ), determinacéo da perda na igni¢cao (LOI).
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5.6 CONTEUDO DE P NOS TECIDO DAS PLANTAS DE MILHO INOCULADO COM
AS ESTIRPES SOLUBILIZADORAS DE FOSFATO

O teor de P no tecido foliar da planta inoculada com Pseudomonas sp.
(B2096), Bacillus pumilus (B1923), Bacillus Subtilis (B1935), Enterobacter sp. (B2010)
e Pantoea ananatis (B1931) ndo foram significativos em presenca de FePOas. Na
auséncia de fosforo, todas as estirpes apresentaram menor conteudo de P em relacao
ao controle (diferencas significativas) (Tabela 10).

O teor de P no tecido radicular da planta para todas estirpes sem e com fonte
de FePOs4 ndo apresentaram diferenca significativa. Para tecidos foliares, a
Pseudomonas sp. (B2096) apresentou diferenca significativa (p<0,05) na presenca e

auséncia de fonte de P.

5.7 EFEITOS DAS ESTIRPES DE BACTERIAS NA DISPONIBILIDADE DE P NO
SOLO

Em relacdo aos controles, as bactérias ndo aumentaram o P disponivel do
solo na auséncia de fosfato de ferro. Em contrapartida, notou-se que a aplicacao de
FePO4 acarretou em maior disponibilizacdo de P ao usar as bactérias Pantoea
ananatis (B1931), Pseudomonas sp. (B2096), Bacillus subtilis (B1935), comparavel ao
controle com P.

Considerando todos os tratamentos, em geral, ficou evidenciado maiores
teores de P liberado na presenca de fosfato de ferro (Figura 1). A Enterobacter sp.
B2010 e a Bacillus pumilus B1923, solubilizaram o P do fosfato de ferro, e o extrator
mostrou o remanescente de fosforo. Possivelmente o P disponivel foi menor, e que
parte desse P foi solubilizado pelas plantas. E importante observar que, em todas as
estirpes, sem adicdo de P, a liberacdo de P néo foi significativa em relacdo aos
controles. Sugere-se que em todos os tratamentos, as bactérias solubilizaram P
contido no solo o que acarretou em diferenca significativa em relacédo ao controle
(Figura 1 e Tabela 10).



34

10.00
A
9.00 % = i B A
B =
d 8.00 T =
%ﬂ 7.00 C
6.00 D D
! 500 ° D >
s s
= 4.00
= 3.00
w
= 2.00
0:
] 1.00
R 0.00
¥ R - © o %] H N o o > o
o P ¥ 5V > ) » SV >
I AR A R A A A AR O
&
&
O
© SEM FePO4 COM FePO4

Figura 1- Estimativa da disponibilidade P, usando aplicacéo de bactérias solubilizadoras de
fosfato e com aplicacdo de fonte de P na forma de fosfato de ferro.

5.8 FOSFATASE

Com a aplicacao de fosfato de ferro, houve aumento na atividade da enzima
fosfatase alcalina, sendo estatisticamente distintas dos controles com e sem P, para
as estirpes de Pseudomonas sp. (B2096), Enterobacter (B2010), B. pumilus (B11923)
e B. subtilis (B1935). A melhor atividade da fosfatase alcalina foi de 305,56 mg p-
nitrofenol h"1 kg para a estirpe B2010 de Enterobacter, com fonte de P e menor, com
valor 174,05 mg p-nitrofenol h* kg para a estirpe B1931 de Pantoea ananatis sem
fonte de P (Tabelall).

A estirpe B2010 de Enterobacter apresentou diferenga significativa na
atividade fosfatase acida e alcalina com valores de 496,90 e 305,56 mg p-nitrofenol h-
1 kg respectivamente, em presenca de fosfato de ferro. Os resultados revelam uma
correlagao significativa, positiva e de alta magnitude (r=0,77) para ambas as enzimas
fosfatases.

De modo similar, Bacillus pumilus (B1923) ndo apresentou diferenca
significativa para as fontes de fésforo, na qual a variacao foi de 428,67 a 426,45 mg
p-nitrofenol h* kg respectivamente (Tabela 11). Os dados revelam uma correlagéo
significativa, positiva e de alta magnitude (r=0,66 e r=0,75) para ambas as analises

fosfatases em relacao ao P liberado.
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Tabela 10- Efeitos da inoculacdo de estirpes solubilizadoras de fosfato no teor de P nos tecidos vegetais de milho e o fésforo disponivel no solo de

mata natural, de origem vulcanica da regido de Cambugquira- MG.

Tecido Vegetal (mg/kg) P - Liberado
Tratamentos Raiz Folha (mg/L)
SF CF Média SF CF Média SF CF Média
Controle (BO) 606,67 £ 0,00 aA 626,67 = 0,00 aA 616,67 110,67 +0,00aA 92,67 +0,00aB 101,67 6,39+0,15aB 8,44+0,28aA 7,42
P. ananatis (B1931) 573,33+ 0,00 aA 493,33+0,01 aA 533,33 81,00+0,01bA 91,33+0,00aA 86,17 5,33+0,37bB 8,99 +0,007aA 7,16
Pseudomonas sp. (B2096) 906,67+ 0,00 aA 500,00 0,00 aA 503,34 86,33+ 0,00 bB 105,67 +0,01aA 96,00 559+0,28bB 868+0,008aA 7,14
Enterobacter sp. (82010) 596,67 0,00 aA 523,33+ 0,00 aA 560,00 86,33+0,00bA 92,00£001aA 8917 491+021bB  7,73%028bA 6,32
B. pumilus (B1923) 500,00 + 0,00 aA 516,67 + 0,00 aA 508,34 91,33+0,00bA 99,67 +0,01aA 95,50 4,98 + 0,15 bB 7,69+0,11 bA 6,34
B. subtilis (B1935) 496,67 £ 0,00 aA 576,67+ 0,00 aA 536,67 86,67 +0,00bB 101,67 £0,00aA 94,17 502x0,09bB  842+0,11aA 6,72
Médias 546,67 A 539,45 A 90,38 B 97,17 A 537B 8,33 A

Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott de média (p<0,05). Médias seguidas da mesma letra,
mesma letra mailscula na linha néo diferente entre si pelo teste Scott-Knott (p<0,05). SF: sem FePO.; CF: com FePO.. Resultados expressos a partir
da média de 3 triplicatas + erro padrdo das médias.



Tabela 11- Efeitos da inoculacéo de estirpes solubilizadoras de fosfato na atividade enzimatica da fosfatase.
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Fosfatase (mg p-nitrofenol h't kg solo)

Tratamentos Acida Alcalina

SF CF Média SF CF Média

Controle (BO) 430,24 + 9,88 aA 446,16 £ 5,07 bA 438,20 184,38+299bB 225,96 + 9,05 bA 205,17
P. ananatis (B1931) 359,50+ 9,30 CB 453,62 + 11,05 bA 406,61 174,05+892bB 226,95+ 9,02 bA 200,50
Pseudomonas sp. (82096) 391,36 £ 10,10 bB 481,48+ 1,46 aA 436,42 179,40+ 6,01bB 266,26+ 11,63 aA 222,83
Enterobacter sp. (82010) 397,08+ 2,64bB 496,90 + 2,53 aA 446,99 203,18+ 3,51 bB 305,56+ 11,27 aA 254,37
B.pumilus (81923) 428,67 + 4,46 aA 426,45 + 8,06 bA 427,56 19511+8,31bB 277,95+ 2,46 aA 236,53
411,50 + 341 aB 451,83+ 2,61 bA 431,67 229,94+3,15aB 283,17 +£9,75aA 256,56

B.subtilis (B1935)

Média 403,07 B

459,40 A 194,34 B

264,30 A

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si pelo teste Scott-Knott de média (p<0,05). Médias
seguidas da mesma letra, mesma letra mailscula na linha nao diferente entre si pelo teste Scott-Knott (p<0,05). SF: sem
FePO4; CF: com FePO.. Resultados expressos a partir da média de 3 triplicatas + erro padrao das médias.
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6 DISCUSSAO

A busca por produtos biotecnologicos a base de microrganismos que possam
aumentar o uso eficiente dos nutrientes, principalmente o fosforo, surge como
alternativa para obtengcdo de uma agricultura moderna com sustentabilidade e
seguranca alimentar (Oliveira-Paiva et al. 2021). Na presente investigacao, foi
possivel avaliar bactérias de diferentes géneros, na promoc¢ao de crescimento de
plantas de milho, quanto a solubilizagéo de fosfato ligado a ferro e a investigacdo dos
mecanismos pela producao de siderdforos e acidos organicos, ponderando o acumulo
de fésforo nas plantas.

Segundo varios estudos relacionados a microbiologia dos solos, estimativas
apontam que 50 % das bactérias tem o potencial em solubilizar o fosfato (Kafle et al.
2019; Sharma et al. 2013). Em nosso estudo, as estirpes de Pantoea ananatis e
Pseudomonas sp., foram as mais eficientes para solubilizacdo de fosfato e as trés
estirpes menos eficientes pertencem a géneros néo identificados.

Considerando-se que o fosfato de ferro € uma das formas de fosfato mais
prevalecente em solos tropicais e subtropicais, essas estirpes tém potencial para
formulacdo de inoculantes visando melhorar a produtividade da cultura do milho.
Contudo, varios estudos tém demonstrado que a disponibilidade de P no solo é feita
principalmente por microrganismos que possuem alta afinidade por rochas fosfaticas
na ordem Ca-P>Al-P>Fe-P. (Marra 2011; Ribeiro 2018, Chai et al. 2011; Barroso &
Nahas 2008). Ou seja, o fosfato de ferro ndo € a fonte mais facilmente acessivel pelos
microrganismos. Isso deve ocorrer devido as formas distintas dos microrganismos
atuarem nos fosfatos, e as fontes de FePO4 sdo menos solubilizadoras que outras
fontes. Segundo Marra (2011), duas cepas de leguminosas nodulante foram capazes
de solubilizar o fosfato de ferro e o fosfato de calcio. Neste caso, a capacidade das
estirpes B1931, B1934 e B2096 em solubilizar P-Fe é bastante relevante, pois essas
estirpes poderéo ser exploradas futuramente para producgéo de inoculantes.

Xu et al. (2019) e Yahya et al. (2021) demonstraram que a espécie P. ananatis
se destacou na solubiliza¢ao do fosfato in vitro, usando meio NBRIP enriquecido com
rocha fosfatica. Neste trabalho, as estirpes B. pumilus e B. subtilis, embora com
valores inferiores agueles encontrados para P. ananatis, também se destacaram na
liberacdo de P, o que corroboram com estudos de Ribeiro (2018) que encontraram

maiores valores de solubilizacdo de P para estirpes de Bacillus sp.
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Examinando o ensaio quantitativo na solubilizacdo de fosfato de ferro, na
medida em que a cultura prosseguia, ocorreu concomitantemente a diminuigéo do pH
inicial (de 7,5 até 2,84) e elevacdo dos valores de P liberado no meio de cultura
(Tabela 3). Com relacdo a reducéo do pH do meio, ela ocorreu muito provavelmente
porque as bactérias solubilizadoras de P, secretam, além de enzimas fosfatases, por
exemplo, acidos orgéanicos que degradam fontes insoltveis de P (Chouyia et al. 2020;
Penn & Camberato, 2019). Xu et al. (2019) observaram uma queda significativa no pH
do meio com rocha fosfatica apos oito dias de inoculacdo. Em estudos de Sousa
(2010) relatou que a acidificacéo através da secrecdo de acidos organicos no meio
constitui a etapa inicial do processo de solubilizagéo dos fosfatos. Esse efeito do pH
na liberacdo P fixado, pode ser explicado pelas variacées quimicas do pH do solo,
como as trocas anibnicas, precipitacées de fosfatos, trocas de ligantes para 6xidos e
hidroxidos e os mecanismos de solubilizagdo do P no solo (Penn & Camberato, 2019).

Suleman et al. (2018) relatam que a producédo de &cidos organicos pelos MSF
esta diretamente relacionada aos mecanismos de solubiliza¢éo de fosfato inorganico.
Entre os acidos organicos detectados nesse estudo por HPLC, encontram-se, o acido
acético, 2-cetoglucdnico, glucdénico e formico, destacando o potencial da estirpe
B1924 de Klebsiella sp. na producéo do acido acético. Esses resultados corroboram
com Yahya et al 2021 que obtiveram resultados de acido acético variando de (20 —
182 ug mL1) em meio liquido NBRIP por 7 dias. Em trabalhos De Abreu et al. (2017)
a producdao de acidos glucénico foi detectado em média 98,6% dos isolados avaliados,
e 2,74% para acido acético. Em nosso estudo, os valores encontrados foram bastante
discrepantes (93,9% de &cido acético e 13,33% para acido gluconico).

Com relacdo aos siderdforos, a sua producdo em culturas liquidas por
bactérias promotoras de crescimento de planta, constitui uma alternativa viavel para
controlar os paramentos de fermentacédo que, por sua vez, influenciam a biossintese
desses compostos (De Jesus Santos et al. 2014). Entre as vantagens conferidas aos
produtores de sideréforos estdo as competéncias de liberar metais, em especial o
Fe3*, além de seu emprego como agentes de biocontrole de patégenos (Khatoon et
al. 2020). Souza et al. (2015) relatam que os géneros de bactérias Burkholderia,
Enterobacter Grimontella apresentaram alta producdo de sideroforos. Em nosso
estudo, destacaram-se Pantoea ananatis, Pseudomonas sp. e Enterobacter sp. como
eficientes na producéo de sideroforos. Sinha & Parli (2020) observaram resultados
positivos para producdo de sideréforos em estirpes de Enterobacter em diferentes

temperaturas. Microrganismos produtores de sideréforos apresentam vantagens
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adaptativas a diferentes tipos de estresses bibticos e abioticos (Shameer & Prasad
2018).

Outras formas de P encontradas no solo também s&o fontes importantes
desse nutriente e podem também ser disponibilizado para as plantas via atividade
microbiana. Na maioria dos solos, a forma do fésforo organico predominante € o fitato
(10-50% do P total) e mineralizadas por fitases (Souza 2015; Ribeiro 2018; Marra
2011). Neste estudo, as estirpes de Enterobacter (B2010) e de Pseudomonas
(B2096), mostraram melhor atividade de fosfatase acida em meios de cultivo com
adicao da fonte de P, enquanto que as estirpes B2010 de Enterobacter sp. e B2096
de Pseudomonas sp. B1935 de Bacillus subtilis e B1923 de B. pumilus foram melhores
na atividade da fosfatase alcalina (Tian et al. 2021; Khatoon et al. 2020; Barroso &
Nahas 2008).

A atividade enzimatica da fosfatase acida e alcalina estar envolvidas nas
mudancas de ciclagem no solo, executando acdes importantes na transformacao e
mineralizacdo da matéria organica (Du et al. 2021; Janvier et al. 2007 e Gao et al.
2020). Foi encontrado neste estudo um coeficiente de correlacdo positiva entre a
atividade da fosfatase &cida e alcalina r=0,77 e entre a fosfatase acida e o teor de
fésforo disponivel no solo r=0,75 com magnitude forte e moderada, respectivamente.
Lemanowicz et al. (2020) relatou correlacao positiva de r=0,49 para atividade fosfatase
alcalina e o teor de P disponivel do solo, isso sugere que geralmente a atividade
bioldgica do solo € influenciada pelo teor da matéria organica, isso aumenta a reserva
de nutrientes no solo.

A quantificacdo de P disponivel, mostrou diferenca significativa quando a fonte
de fosfato de ferro foi adicionada aos tratamentos com as estirpes B2010 de
Enterobacter sp. e B1923 de Bacillus pumilus. No entanto, a adi¢cao de fosfato de ferro
e maior disponibilidade de P na solu¢céo nao representou maior conteudo de P foliar e
radicular.

Segundo Souza et al. (2020) em ambientes tropicais ainda existe falta de
entendimento da morfologia radicular com os promotores de crescimento, porque 0s
solos geralmente apresentam fatores que podem beneficiar ou impedir o0s
microrganismos solubilizadores de fosfatos, interferindo na capacidade dos
microrganismos em aumentar o crescimento das plantas (Etesami & Maheshwari-
2018). Diante dessa confirmagédo é possivel notar o comportamento das bactérias ao
adicionar fosfato de ferro, pois no geral houve uma diferenca significativa com a adicéo

de P, quando comparamos os tratamentos sem fonte de P. Os valores encontrados
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neste trabalho para AP, AFB, PSPA, AF, PSR em ambos 0s experimentos com
inoculacao néo foram significativos quando comparados aos controles, o que sugere
se tratar de uma fonte de baixa solubilidade da fonte de fosfato de ferro.

A estirpe B1935 promoveu o aumento da area de superficie radicular entre O
e 1mm. Esse desenvolvimento de maior area, remete a eficiéncia das plantas em
absorver nutrientes do solo (De Souza et al. 2021). No entanto, poucos parametros
da morfologia radicular foram maximizados pela presenca das estirpes estudadas.
Sendo assim, ha poucas evidéncias dos efeitos das bactérias no desenvolvimento das
raizes, o que talvez reflita no melhor aproveitamento do uso do P disponivel no solo.
O desenvolvimento radicular é responséavel pela melhoria da conexao entre as raizes
das plantas com o solo e proporcionar maior eficiéncia na absor¢cdo de agua e
nutrientes. E possivel que mesmo a solubilizacdo e mineralizacdo do P n&o foi
suficiente para melhorar o status geral da planta de milho. Talvez, as propriedades de
promocdo de crescimento radicular sejam necessarias para melhor aproveitamento
do P disponivel no solo, unindo-se aos mecanismos de solubilizacdo e sideréforos
avaliados neste trabalho.

E interessante notar que o comportamento das estirpes onde n&o houve
adicao de P foi significativamente diferente em relacdo ao controle. Isso revela que na
solucdo do solo, continham uma porcentagem de P disponivel, na qual as estirpes
tiveram acesso. Isso demonstra uma assimilacdo ou fixacdo desse P que estava
disponivel. Considerando a estirpe B1935 Bacillus subtilis, ao analisar sua eficiéncia
agronbmica, os parametros CRT, AS, AS1 e AS3 afetaram positivamente o contetdo
de nutrientes da planta, em especial o P.
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7 CONCLUSOES

Os resultados mostraram que as bactérias B1931 e B1934 Pantoea ananatis
e B2096 Pseudomonas sp. foram eficientes nos testes de solubilizacdo de fosfato
ligado a ferro, realizados in vitro. As estirpes B2109, B1934 e B2096 foram mais
eficientes na quantificacdo da producdo de sideréforos. Na producdo de acidos
organicos, todas as estirpes testadas produziram o &cido acético, com variacdo de
menor e maior producéo (0,26 e 18,74 mmol.L!) para estirpes B1935 de Bacillus
subtilis e B1924 de Klebsiella sp. respectivamente. Contudo, estudos
complementares tornam-se necessario para determinar com seguranca, a capacidade
dessas bactérias para a promocao de crescimento de plantas por atuarem sobre o P-
Fe.
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