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Resumo

O estudo apresentado foca no isolamento de microrganismos com potencial para solubilizagdo de
fésforo a partir de meios seletivos com fosfato natural. O fosforo € um nutriente essencial para o
crescimento das plantas, mas sua forma insoluvel no solo limita sua absor¢cdo pelas plantas.
Microrganismos solubilizadores de foésforo (MSF) possuem a capacidade de transformar formas
insoluveis de fésforo em formas soluveis, facilitando a absorgéo pelas plantas e promovendo um uso
mais eficiente de fosfatos naturais. O isolamento foi realizado a partir de solo proveniente de agricultura
organica (uso de cama de frango) por mais de 30 anos. A metodologia incluiu diluicdo seriada de
amostras de solo (1072 e 107°) o uso de meios NBRIP (National Botanical Research Institute Phosphate)
modificados com fosfato natural: OCP Phosactiv, Heringer, Termofosfato OrgLab, Yoorin Mg, Gefoscal
e TSA (Tryptic Soy Agar ) em duas diluicdes (10% e 100%) para o cultivo de microrganismos a partir
do solo. A seguir, foi realizada selegcdo de colbnias isoladas, purificagdo das colbnias, avaliacdo de
morflogia e testes de solubilizacdo de fésforo em meio soélidos NBRIP modificado com os diferentes
substratos rochosos como fonte de fosforo, comparando resultados de solubilizagdo com o do
isoladocomercial Pantoea aglomerans. Os resultados mostraram que a estratégia Yoorin Mg, partindo
da diluigao seriada 1075, foi a de maior quantidade de isolados solubilizadores.

Palavras-chave: microbiologia agricola. sustentabilidade. agroecologia. bioinsumos.
Area do Conhecimento: Engenharia Agronémica / Agronomia.
Introdugao

Para se desenvolverem e completarem o ciclo de vida, as plantas dependem de diversos elementos.
Esses elementos sao divididos em macro e micronutrientes, conforme a quantidade presente nos
tecidos vegetais. Entre os macronutrientes encontra-se o fésforo (Ferreira, 2012) que desempenha
fungbes em processos fisioldgicos como a formagéo de raizes, a floragao, a produgédo de sementes, a
fotossintese e a maturagao (Ferreira, 2012; Cruz et al., 2024). Apesar de sua importancia, o fosforo
aplicado ao solo pode nao estar disponivel para absorgao pelas plantas, pois grande parte encontra-se
em formas insolluveis ou de baixa solubilidade, limitando o transporte e absorgéo pelas plantas, e
consequentemente comprometendo a produtividade agricola (Nautiyal, 1999).

Diante desse cenario, alternativas sustentaveis para aumentar a disponibilidade de fésforo tém sido
amplamente estudadas, com destaque para o uso de microrganismos solubilizadores de fosfato (MSF).
Esses microrganismos possuem a capacidade de liberar formas soluveis de fosforo a partir de
compostos insoluveis presentes no solo, tornando o nutriente disponivel as plantas e contribuindo para
um melhor aproveitamento dos fertilizantes fosfatados (Sylvester-Bradley et al.,, 1982; Alves et al.,
2002). Além disso, estudos recentes destacam o potencial multifuncional dessas bactérias, nao apenas
na solubilizagdo de fésforo, mas também na promocgao do crescimento vegetal, representando uma
estratégia promissora para a agricultura sustentavel (Cruz et al., 2024).

Esse estudo tem como objetivo isolar microrganismos com potencial de solubilizagdo de fésforo
mediante meios seletivos e fosfato natural de baixa solubilidade.
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Metodologia

O solo utilizado para a experimentagao foi coletado no Sitio Rossmann, localizado no municipio de
Santa Maria de Jetiba, Espirito Santo (20°02’15.6”S 40°46°56.4"W), com as seguintes caracteristicas
quimicas: pH CaCl,: 6,45; M.O. Colorimétrica: 40,4 g/dm3; Calcio (KCI 1 mol/L): 94,9 mmolc/dm?;
Magnésio (KCI 1 mol/L): 13,9 mmolc/dm?3; Potassio (Resina): 1,17 mmolc/dm?3; H+Al SMP: 13,9
mmolc/dm?; Fésforo (Resina): 809,5 mg/dm?; SB: 109,93 mmolc/dm?; CTC: 123,83 mmolc/dm?; V: 89%.
A area é manejada sob o sistema de agricultura organica, certificada pelo Instituto Chao Vivo,
caracterizando-se pela auséncia de insumos quimicos e adogéo de praticas sustentaveis no manejo de
café arabica (Coffea arabica).

Foram coletadas amostras de solo de 3 locais da entrelinha do café: a regido rizosférica (proxima a
raiz); a regido proxima da rizosfera (aproximadamente 30cm, porém com significativa presenga de
material organico) e a regido afastada da rizosfera (aproximadamente 60cm).

Apo6s coleta, as amostras foram levadas ao laboratério de microbiologia da UFES campus de Alegre,
onde passaram pelo processo de diluicdo seriada, e as diluigbes 107 e 107® selecionadas para
plaqueamento. Para isso, partiu-se de 1 g de solo para 9 mL de solugdo salina estéril (NaCl 0,85%).
Ap6s isso, foi utilizado o método de semeadura por espalhamento (ou spread-plate). As diluicdes 1072
e 107 foram plagqueadas em 6 meios NBRIP sélido, sendo que 5 desses foram feitos em NBRIP sélido
modificados (Nautiyal, 1999), sendo preparados com 10 g de glicose, 5 g de Cas(OH)(PO,)s (em
substituicdo ao fosfato ftricalcio, foram utilizados 5 fosfatos naturais: OCP Phosactiv, Heringer,
Termofosfato OrglLab, Yoorin Mg e Gefoscal), 5 g de MgCl,-6H,0, 0,25 g de MgSO,-7H,0, 0,2 g de
KCl, 0,1 g de (NH,),SO,, 18 g de agar e pH 7,0, para volume total de 1 L). Outro meio utilizado foi o
meio Tryptic Soy Agar (TSA) a 10% e 100% (15,0 g de triptona, 5,0 g de digestéo papaica de soja, 5,0
g de cloreto de sédio, 15,0 g de agar e pH 7,3, para volume total de 1 L). As bactérias foram incubadas
por 7 dias, a 28°C.

Apo6s periodo de incubacgdo foi realizada a repicagem das col6nias em novas placas de TSA,
utilizando uma alga estéril para garantir a obtengédo de culturas puras. As coldnias que apresentaram
caracteristicas morfolégicas diferenciadas foram selecionadas e repicadas em placas adicionais para
purificagdo. A purificagao foi realizada repetidamente até que colbnias isoladas, com caracteristicas
morfolégicas distintas, fossem obtidas cepas puras.

Para a caracterizagdo morfologica, as colbnias purificadas foram observadas quanto a suas
caracteristicas macroscépicas, como forma, cor, textura e borda. Para a preservagao do material, as
cepas purificadas foram mantidas em tubos contendo agar nutriente (1,0 g de extrato de carne, 2,0 g
de extrato de levedura, 5,0 g de peptona, 5,0 g de cloreto de sédio, 15,0 g de agar e pH final ajustado
para 6,8 £ 0,2 a 25°C) e glicerol 40% para garantir a viabilidade a longo prazo.

Para verificar a capacidade de solubilizagdo das cepas, foi feito “spot test” em meio NBRIP, o
didmetro do halo e da coldnia foram medidos ap6s 14 dias incubadas a 28°C (Nautiyal, 1999). O
isolamento de bactérias com capacidade de solubilizar fosforo foi confirmado pela formagao de uma
area clara (halo) ao redor da colénia (INUI, 2009), comparando com o crescimento do controle positivo
(Pantoea aglomerans), que possui capacidade de solubilizagdo de fésforo (Verma, 2009), servindo
assim, para comprovar se o meio de cultura e as condi¢gdes do ensaio permitem a detecgéo da atividade
de solubilizacéo.

Resultados

Conforme a Figura 1, observamos o valor total de 118 isolados obtidos a partir dos tratamentos
estudados (fosfatos naturais e diluicoes). A distribuicao de isolados entre os tratamentos variaram, com
Gefoscal, diluigdo seriada 107°, apresentando a menor quantidade de isolados (3), enquanto TSA 10%,
diluicdo 1073, se destacou com o maior numero de isolados (22), seguida do Yoorin Mg, diluicdo 10™° e
Termofosfato OrgLab diluicdo 107 com 21 isolados.
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Figura 1 — Numero de isolados por estratégia.
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Fonte: Elaborado pelos préprios autores.

Conforme apresentado na Figura 2, em relagéo aos isolados solubilizadores tivemos um total
de 66. O tratamento Yoorin Mg 107° se destacou com 19 solubilizadores, representando o maior nimero
de solubilizagdo. A estratégia TSA 10%, diluigdo seriada 1073, obteve 13 solubilizadores, também
mostrando um bom desempenho. Ja as estratégias Heringer, diluicdo 107 e NBRIP, diluicdo 1072 nao
apresentaram solubilizadores, o que sugere que, apesar da quantidade de isolados, essas estratégias
nao foram eficazes na obteng&o de microrganismos com capacidade de solubilizagdo de P a partir de
amostras diluidas de solo.

De forma geral, os tratamentos TSA (100% e 10%) demonstraram um bom equilibrio entre isolados
e solubilizadores, com TSA 10%, diluigdo 1073, se destacando em ambas as categorias.

Figura 2 — Comparativo de isolados e solubilizadores por estratégia
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Fonte: Elaborado pelos préprios autores.

Discussao

Tanto o tratamento Yoorin Mg, diluicdo 107° e Termofosfato OrgLab, diluicdo 1073, mostraram um
bom desempenho em termos de solubilizagdo, isso possivelmente se da pelo fato de serem
termofosfatos. Os termofosfatos sao fertilizantes fosfatados insolUveis em agua, mas torna-se
altamente soluvel quando entra em contato com acidos fracos presentes no solo, especialmente na
regido rizosferica das plantas, o que proporciona uma liberagao gradual de sua solubilidade (Prado,
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2018). Sendo assim, podemos assimilar as caracteristicas desse grupo de fosfato natural com uma das
caracteristicas dos microrganismos que é solubilizacdo de fosfato inorganico, pois normalmente
produzem e secretam acidos, como o acido citrico (Alori, 2017). TSA 10%, diluicdo 1072 se destacou
por ser um meio mais generalista e bem nutritivo, por nao ser seletivo, ele ndo contém substancias que
inibem o crescimento de microrganismos especificos, tornando-o ideal para cultivos gerais.

Conclusao

A pesquisa evidenciou que microrganismos com capacidade de solubilizar fésforo podem ser
isolados do solo e possivelmente possuem a capacidade de melhorar a disponibilidade desse nutriente,
especialmente em sistemas agricolas organicos. A estratégia Yoorin Mg, diluicdo 107% se destacou
como a mais eficaz na obtencao de isolados solubilizadores de fésforo, seguida por outras estratégias
como o Termofosfato da OrglLab. Esses microrganismos contribuem para praticas agricolas mais
sustentaveis, sendo assim, mais estudos devem ser realizados para concluir quais microrganismos sao
esses e porque essa relagao com determinados meios de cultura.
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