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Resumo

As bactérias solubilizadoras de fosfato desempenham um papel crucial na ciclagem de fésforo no solo
e na sua disponibilizacdo para as plantas, consideradas microrganismos benéficos com potenciais
aplicacbes na agricultura. O presente estudo objetivou selecionar bactérias com potencial de
solubilizac&o de fosfato (P) em condic¢des in vitro, e selecionar estirpe ou combinacéo de estirpes para
melhorar a biodisponibilidade de P em condi¢cdes de campo. Um total de 32 cepas previamente
selecionadas em meio de cultura TSA, com baixa atividade de agua, passaram por uma triagem
qualitativa quanto a sua capacidade de solubilizar fosfato. 29 cepas ao final de 11 dias foram positivas
para a solubilizac&o de fosfato, sendo que destas 7 obtiveram percentual de solubilizacdo acima de 3.
Com estes resultados, espera-se ampliar o banco de microrganismos conhecidos como potenciais
agentes solubilizadores de fosfato para futuras aplicacdes biotecnolégicas na agricultura.

Palavras-chave: Bioprospeccéo. Fésforo. Promogéo de crescimento vegetal. Sustentabilidade da
agricultura.

Area do Conhecimento: Engenharia agronémica
Introducéo

O fosforo (P) é um macronutriente essencial para o crescimento e desenvolvimento das plantas,
depois do nitrogénio é o nutriente mais limitante para o rendimento dos cultivos (BELTRAN-MEDINA et
al., 2023). Em solos tropicais e altamente intemperizados, o P encontra-se na sua maior parte
imobilizado (ALIYAT et al., 2022) e indisponivel para a absor¢éo das raizes, sendo necessario que o
mesmo seja solubilizado.

Para suprir as demandas nutricionais das plantas e manter niveis elevados de producéo agricola,
uma quantidade significativa de fertilizantes fosfatados é tradicionalmente aplicada nos solos. No
entanto, é preocupante que aproximadamente 70-90% desses fertilizantes fosfatados sejam retidos no
solo na forma de cations metdlicos (WALPOLA et al., (2022). Esse acumulo excessivo de sais no solo
tem contribuido para o aumento da salinidade, um dos principais estresses ambientais que limitam o
crescimento e o desenvolvimento da maioria das plantas, resultando consequentemente na reducéo
dos rendimentos das culturas em todo o mundo (JALILI et al., 2009; ETESAMI; MAHESHWARI, 2018).
Esta preocupac¢éo destaca a necessidade de abordagens agricolas mais sustentaveis e eficientes no
uso de fosforo, como o emprego de microrganismos solubilizadores de fésforo, que podem
desempenhar um papel fundamental na otimizacéo da disponibilidade desse nutriente essencial para
as plantas.

Os microrganismos solubilizadores de P séo parte integrante do seu ciclo no solo, desempenhando
funcdes bioguimicas essenciais, para a ciclagem e a sua biodisponibilidade (CHAGAS JUNIOR et al.,
2010; ETESAMI et al., 2021). Estes parceiros microbiolégicos podem ser encontrados no solo, no
interior das plantas ou na rizosfera, formando uma associacdo simbiética com as plantas,
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proporcionando beneficios matuos, baseado em grande parte na troca de carbono da planta fixado
fotossinteticamente, e P fornecido pelos microrganismos.

Esses microrganismos benéficos séo geralmente bactérias ou fungos que liberam diferentes acidos
organicos de baixo peso molecular, capazes de se ligar as moléculas ou competirem por fosfatos nos
sitios de adsorgéo, dissolvendo o fosfato por meio de trocas anidnicas (ETESAMI et al., 2021). Apés
essa solubilizacdo, ocorre uma modificagdo no equilibrio de sorcdo, o que pode resultar em um
aumento na transferéncia liquida de ions de fosfato para a solu¢éo do solo. Isso, por sua vez, torna o
fésforo biodisponivel para as plantas e organismos do solo (ETESAMI; MAHESHWARI, 2018;
KHATOON et al., 2020).

O uso de microrganismos solubilizadores de fosfato como biofertilizante € uma abordagem
ecologicamente correta de promover o aporte e manutencado de nutrientes nos solos, minimizar a
deficiéncia de P, e reduzir o uso demasiado de insumos agricolas. Nessa perspectiva, encontrar na
natureza microrganismos solubilizadores de fosfato aplicdveis a agricultura, é uma abordagem
favoravel ao meio ambiente e a producgéo agricola. Objetivou-se com este trabalho selecionar bactérias
com potencial de solubilizar o fosfato em condi¢Bes in vitro, e selecionar estirpe ou combinacdo de
estirpes para melhorar a biodisponibilidade de P em condi¢6es de campo.

Metodologia

Nesse estudo foram utilizadas 32 bactérias pertencentes a colecdo de microrganismos do
Laboratério de Biotecnologia Agricola e Ambiental (Biota) da Universidade Federal do Espirito Santo
(UFES), campus de Alegre-ES, previamente cultivados em meio TSA 10% com reduzida atividade de
agua (Aw), utilizando Sorbitol 285 g L™* (HALLSWORTH et al.,1998). Os microrganismos foram
reativados em meio BDA (Batata 200 g.L; Dextrose, 20 g.L! e Agar, 15 g.L1), empregando o método
de estrias para obtencéo de col6nia pura, e em seguida, foram repicadas em tubos de ensaio contendo
meio de cultura caldo nutriente (Nutriente Broth), e levados para crescimento em incubadora tipo
Shaker regulada para condi¢do de 28 °C + 2 °C e 160 RPM (rota¢Ges por minuto), mantidas overnight.

Para avaliacdo qualitativa, os isolados bacterianos foram inoculados em meio de cultura sélido
contendo fosfato insollvel, segundo o protocolo Nautiyal et al., (1999), utilizando meio de cultura NBRIP
sélido (National Botanical Research Institute's Phosphate growth) (10 g de glucose; 5 g de
Ca5(0OH)(P04)3; 5 g de MgCI2 6H20; 0,25 g de MgS047H20; 0,2 g de KCI; 0,1 g (NH4) 2S04; 20 g
de agar puro e pH 7,0), contendo fosfato tricalcico como fonte de fésforo.

Em cada placa de Petri, contendo meio NBRIP, foram inoculados 3 pL de suspensao bacteriana,
bem como controles positivos, que incluiam Pseudomonas fluorescens, A1F.3 e Azospirillum
brasilienses. Utilizou-se a4gua destilada e esterilizada como o controle negativo. O experimento foi
realizado em triplicata e seguiu um delineamento inteiramente casualizado. As placas foram incubadas
a 28°C + 2°C durante 11 dias em camara de crescimento BOD, sem fotoperiodo. A formagao de um
halo transparente ao redor da colbnia indicou a solubiliza¢&o de fosfato inorganico.

Foram realizadas medic6es no 2°, 5°, 9° e 11° dia apés a inoculagdo com repiques pontualmente
equidistantes em triplicata nas placas de Petri. Foi mensurado o didmetro da colénia e do halo da
coldnia, por meio de paquimetro digital, sendo determinado o indice de Solubilizag&o (IS), definido pela
razéo entre o diametro médio do halo de solubilizacdo e o diametro médio da colbnia bacteriana
(BERRAQUEIRO et al., 1976).

_ Diametro do halo de solubilizagido (mm)

Diametro da colonia bacteriana (mm)

Com base nos indices de solubilizac&o, as bactérias foram classificadas como linhagens com baixa
(IS < 2), média (2 < IS < 4) e alta solubilizagédo (IS = 4). Em relacdo ao inicio da solubilizacéo, as
bactérias foram classificadas como precoces, quando o inicio da solubilizacéo se deu até o terceiro dia,
e tardias, com inicio da solubilizagdo depois do terceiro dia e ‘ndo-solubilizadoras aparentes’, aquelas
gue nado apresentaram solubilizacdo visivel até o 11° dia de avaliagdo (BERRAQUEIRO et al., 1976;
CHAGAS JUNIOR et al., 2010). O indice de solubilizag&o foi submetido a analise de variancia (ANOVA)
através do programa estatistico SISVAR 5.6 ®, e a comparacao entre as médias foi realizada pelo teste
de Tukey (p<0,05).
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Resultados

Todas as cepas bacterianas aqui estudadas apresentaram crescimento micelial no meio de cultivo
enriquecido com sorbitol com baixa atividade de agua (0,963 Aw, a 28°C). No teste de solubilizacdo
de fosfato, a capacidade de solubilizacdo de fosfato foi confirmada por meio da presenca de um halo
translicido no entorno da col6nia como pode ser averiguado na Figura 1.

Figura 1 - Teste positivo quanto a solubilizagao de fosfato inorganico com a presenca de halo de
solubilizacéo.

Fonte: o autor.

Dentre os 32 isolados 29 foram capazes de solubilizar P. Qualitativamente dentre o total, 4 cepas
foram classificadas como tardias, pois o inicio da solubiliza¢do se iniciou apos o terceiro dia, e 25 cepas
consideradas precoces, pois 0 inicio da solubilizagéo se deu até o 3° dia, e 3 cepas nao solubizadoras,
visto que até o 11° dia de avaliagdo néo foi observado a presencga do halo translicido ao redor da
colénia bacteriana. Por meio da analise de variancia, foram detectadas diferencas significativas entre
as cepas estudadas (p < 0,05). Assim, genericamente falando, as cepas UFES135, UFES146,
UFES147 e UFES163 foram as mais promissoras na solubilizacdo de fosfatos inorganicos, com
resultados superiores aos demais. A Figura 2 apresenta a eficiéncia da solubilizacdo de fosfato em
meio NBRIP sdlido, indicada pelo indice de solubilizacdo (IS) calculado pela razdo entre a média do
didmetro dos halos e a média dos diametros das colbnias de cada isolado apds 11 dias de incubacéo.
Os graficos apresentam as analises quantitativas e qualitativas.

Figura 2- Eficiéncia da solubilizacdo de fosfato em meio NBRIP

Andlise qualitativa de solubilzagdo de fosfato Andlise qualitativa de solubilizagdo de fosfato
9% 14%
A
91% 86%
-
Solubilizadoras de P u N&o Solubilizadoras de P Tardia = Precoce

Fonte: autor.
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Discusséao

As plantas e os microrganismos desenvolvem interagdes bidticas que resultam na promog¢éo do
crescimento das plantas. Essas associagdes mutualisticas permitem que as plantas obtenham
nutrientes, melhoram a resisténcia a estresses ambientais, e aumentam sua capacidade de adaptacao.
Dentre estes microrganismos, os fungos micorrizicos e as bactérias promotoras do crescimento vegetal
(PGPB) sao os mais estudados, por atuarem de varias maneiras para promover o crescimento das
plantas e aumentar o rendimento das culturas (ETESAMI et al., 2021). Dentre estes o subgrupo de
bactérias solubilizadoras de fosfato sdo conhecidos por seu papel preponderante na mineralizacdo e
solubilizag&o do fosforo, contribuindo para minimizar a deficiéncia de P nas plantas.

Na maior parte das vezes, os fosfatos encontram-se na sua forma inorgénica, ou seja, hdo acessivel
as plantas, a presenca das bactérias solubilizadoras de fosfato no solo esta diretamente relacionada
com a disponibilizagdo do nutriente na sua forma orgénica, que é assimilavel pelos vegetais. As PGPR
podem auxiliar as plantas em aumentar a disponibilidade e aquisicdo de nutrientes por meio da
solubilizagdo de P (JALILI ET et al., 2009; CHAGAS JUNIOR et al., 2010).

A maior disponibilidade do P favorece o crescimento das plantas devido principalmente a maior
eficiéncia fotossintética, producéo de fitohorménios e demais moléculas que estimulam o crescimento
radicular e maior aciimulo de biomassa, contribuindo substancialmente na produtividade das lavouras.
Uma bactéria isolada de uma rizosfera de alfafa em uma area de recuperacdo contaminada por metais
pesados na provincia de Shanxi, China demonstrou alta capacidade de solubilizacdo de P para
diferentes fontes de P e promoveu o crescimento da planta, sugerindo ser uma abordagem
ecologicamente correta e aumentar a producao agricola em solo recuperado (CHEN; LIU, 2019).

Combinacdo de trés cepas bacterianas aumentaram significativamente a altura da planta,
rendimento de gréos e o teor de nutrientes no trigo em casa de vegetacéo e sob condi¢cdo de campo
(KUMAR et al., 2014). Um consorcio bacteriano composto por N-fixer (Rahnella sp. cepa EU-A3SNfb),
solubilizador de P (Bacillus tropicus EU-ARP-44) e solubilizador de K (B. megaterium EU-ARK-23)
proporcionou maiores indices no crescimento do trigo em relagéo a inoculagédo individual de bactérias
(NEGI et al., 2023).

O P pode ativar vias de sinalizacao e desencadear a expressao de genes responsivos ao estresse
nas plantas, o que pode aumentar sua capacidade de tolerar eventos extremos, melhorando a
resiliéncia das plantas cultivaveis, fortalecendo as propostas de sustentabilidade da agricultura
(KUMAR et al., 2014; ETESAMI et al., 2021). Ao melhorar a disponibilidade de fosforo no solo, essas
bactérias promovem o crescimento vegetal saudavel, aumentam o rendimento das culturas e
fortalecem as plantas para enfrentar os desafios climaticos do futuro, desempenhando um papel
essencial na busca por uma agricultura mais produtiva e resiliente. A solubilizagc&o de fosfato representa
uma das inUmeras maneiras pelas quais as bactérias podem atuar como promotores de crescimento
das plantas. A interacdo entre as bactérias benéficas e as plantas é altamente complexa e pode
envolver muitos outros mecanismos e beneficios adicionais. Posteriormente ensaios de campo serao
realizados a fim investigar os efeitos dos inoculantes microbianos sobre o desempenho de plantas
cultivaveis em diferentes condi¢des.

Conclusao

As bactérias solubilizadoras de fdésforo tém um papel fundamental no desenvolvimento de
estratégias agricolas eficientes, ajudando a maximizar a produc¢éo agricola, melhorar a qualidade das
culturas e permitir que as plantas enfrentem desafios climéticos futuros de maneira mais robusta e
resiliente.
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