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RESUMO

O foésforo € um elemento essencial para o desenvolvimento das plantas, sendo
ele o segundo macronutriente mais limitante para o crescimento dessas, pois
grande parte do fosforo presente no solo encontra-se em formas que nao estao
prontamente disponiveis para as plantas. Outro nutriente que possui limitacées
por conta de sua disponibilidade para a planta € o zinco, no qual sua escassez
pode trazer grandes prejuizos, o que torna um desafio visto que apenas uma
parte do zinco presente no solo esta prontamente disponivel para as plantas.
Muitos microrganismos da rizosfera acabam por tornar esses nutrientes
disponiveis para absor¢cdo por meio de suas atividades metabdlicas. O
presente trabalho teve como intuito identificar a capacidade de solubilizagao de
fésforo e de zinco por bactérias de solo cultivado com milho. Utilizando 36
isolados de bactérias, foi testado a capacidade e potencial de solubilizagao
destes isolados. Foi utilizado meios de cultura com fontes insoluveis de fésforo
e zinco, avaliando a capacidade e o indice de solubilizacdo desses isolados
bacterianos in vitro, através da formacédo de um halo translicido em volta das
colénias dessas bactérias inoculadas nesses meios de cultura em placas de
petri. Com os testes, foi possivel confirmar a solubilizacdo de fésforo e zinco
por bactérias presentes em solo cultivado com milho, sendo identificado trés
isolados de bactérias que solubilizaram o fosforo e nove isolados que

solubilizaram zinco.

Palavras-chave: solubilizacdo de fosfatos; bactérias promotoras de

crescimento das plantas; solubilizacdo de 6xido de zinco.

SUMMARY

Phosphorus is an essential element for plant development, being the second
most limiting macronutrient for their growth, as a significant portion of
phosphorus in the soil exists in forms that are not readily available to plants.
Another nutrient that faces limitations due to its availability to the plant is zinc,
the scarcity of which can cause significant damage. This poses a challenge,

considering that only a fraction of the zinc present in the soil is readily available



to plants. Many microorganisms in the rhizosphere end up making these
nutrients available for absorption through their metabolic activities. The present
study aimed to identify the phosphorus and zinc solubilization capacity of
bacteria in soil cultivated with corn. Using 36 bacterial isolates, the
solubilization capacity and potential of these isolates were tested. Culture
media with insoluble sources of phosphorus and zinc were used to evaluate the
capacity and solubilization index of these bacterial isolates in vitro, by
observing the formation of a translucent halo around the colonies of bacteria
inoculated on these culture media in petri dishes. The tests confirmed the
solubilization of phosphorus and zinc by bacteria present in soil cultivated with
corn. Three bacterial isolates capable of solubilizing phosphorus and nine

isolates capable of solubilizing zinc were identified.

Keywords: phosphate solubilization; plant growth-promoting bacteria; zinc

oxide solubilization.

1 INTRODUGCAO

O fésforo &€ um elemento essencial para o0 crescimento e
desenvolvimento das plantas, estando presente em diversos componentes
estruturais das células e em componentes metabdlicos moveis que armazenam
energia. Esse elemento tem como sua principal forma de absorgcdo pelo
sistema radicular da planta, sendo assim a disponibilidade deste no solo se
torna fundamental (GATIBONI, 2003).

Sendo o segundo macronutriente mais limitante para o crescimento das
plantas, o fésforo presente no solo encontra-se com certa de 95-99 % na forma
de fosfatos insoluveis, logo esse ndao podendo ser utilizados diretamente pelas
plantas (PRADHAN & SUKLA, 2005). Sendo assim, diversos microrganismos
desempenham um papel fundamental para essa absor¢ao, principalmente na
regido da rizosfera, podendo atuar solubilizando essas formas indisponiveis de
fosfato (MAHESWAR & SATHIYAVANI, 2012).

Outro elemento importante para as plantas € o zinco, sendo esse um

micronutriente essencial. Sua escassez no solo pode acabar causando
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disturbios no metabolismo vegetal, podendo influenciar na produgéo de matéria
seca e no indice foliar, assim comprometendo a producgéo agricola (SOBRINHO
et al., 1979). A quantidade total do zinco no solo ira representar a capacidade
potencial do solo em fornecer este nutriente a planta sendo que essa
quantidade disponivel de zinco depende do material de origem desse solo e
dos processos que atuaram na sua formacdo (ABREU, 2001). Do zinco
presente no solo, apenas uma parte estara prontamente disponivel para as
plantas, sofrendo influéncia de varios fatores para sua disponibilidade, tais
como: a porcentagem de matéria organica, a capacidade de troca catidnica
(CTC), a porcentagem de fosfatos, referindo-se a quantidade de fosfato
presente no solo, e as atividades dos microrganismos (SOBRINHO et al.,
1979).

Esse micronutriente é considerado limitante na produgdo do milho no
Brasil, comumente sendo verificada sua deficiéncia em todas as regides do
pais. Os relatos de deficiéncia de zinco na produgdo de milho provém
principalmente de regides com solo Argiloso Vermelho Amarelo ou Latossolos
que foram altamente intemperizados e &cidos da regido dos cerrados (BULL,
1993). Em solos menos férteis, a aplicagdo de calcario se torna um indutor
dessa caréncia. O zinco no solo € um micronutriente muito dependente do pH,
podendo ocorrer sua deficiéncia nos estagios iniciais do desenvolvimento do
milho também em razédo do pH mais elevado no solo (RITCHEY et al., 1986).

O presente trabalho tem como objetivo verificar o potencial de
solubilizacdo de fésforo e de zinco por bactérias isoladas de um solo cultivado

com milho sob diferentes sistemas de manejo.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 BACTERIAS DIAZOTROFICAS ASSOCIATIVAS

Os microrganismos presentes no solo realizam diversos processos de
grande importancia para a ciclagem de nutrientes no ambiente, sendo um
desses a fixagdo bioldgica de nitrogénio atmosférico, no qual é realizada por
microrganismos conhecidos como diazotréficos. (MOREIRA et al., 2010). Os

diazotroficos podem ser associados as plantas, viver de forma livre ou até
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realizar simbiose com espécies leguminosas. Os grupos de bactérias fixadoras
de nitrogénio pode ser classificados em trés tipos: os diazotréfos de vida livre,
no qual irdo fixar nitrogénio para uso préprio, os diazotrofos associativos, no
qual esses vao contribuir para o crescimento da planta sem que haja a
formagao de estruturas diferenciadas, estabelecendo assim uma simbiose, por
ultimo ha o grupo dos diazotrofos simbidticos, no qual qual estabelecem uma
interacao muito estreita entre macro e microsimbionte, podendo até em alguns
casos formar estruturas diferenciadas, denominadas ndédulos (EVANS &
BURRIS, 1992).

O nitrogénio esta presente na atmosfera em grande abundancia, porém
em uma forma extremamente estavel a temperatura ambiente, os organismos
do grupo dos eucariotos, os animais e as plantas, ndo conseguem se utilizar
desse elemento diretamente. Entrando em acdo uma por¢do de organismos
procariotos, como nesse caso as bactérias, o qual conseguem converter ou
reduzir enzimaticamente o nitrogénio da atmosfera em amonia, o qual pode ser
incorporada e utilizada para a manutengédo da vida das células. Sendo esses
organismos os diazotroficos, responsaveis por essa incorporagao de nitrogénio
na biomassa, sendo essa atividade denominada fixacao biolégica de nitrogénio
(FBN) (MARIN et al., 1999). A enzima nitrogenase, responsavel pela redugao
do N,, é inativada quando submetida a presenca de amodnio, fazendo com que
o processo de fixagcdo bioldgica de nitrogénio seja regulado pela necessidade
do ambiente e das espécies fixadoras (Rudnik et al., 1997).

Dentro desse grupo de microrganismos diazotréficos, encontram-se
diversas bactérias, como as arqueobactérias, cianobactérias, bactérias
gram-positivas e gram-negativas, representando uma grande diversidade. As
bactérias diazotréficas que se associam de forma positiva com as plantas, as
associativas, podem promover beneficios para as plantas de diversas maneiras
além da FBN, como a produg¢ao de substancias como o acido acético, que vao
auxiliar o crescimento das raizes (MOREIRA et al., 2010).

Sendo assim, essas bactérias também sdo conhecidas como
rizobactérias promotoras do crescimento vegetal (RPCV), tendo esse
importante papel em estimular o crescimento das plantas. Ha também outras
formas importantes de acdo dessas bactérias para contribuir para o

crescimento vegetal, como a solubilizagédo de fosfatos inorgéanicos, a sintese de
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compostos que promovam o crescimento das raizes, como o acido indol
acético, a produgéao de fitormdnios, como auxinas, giberelinas e citocininas, até
compostos que apresentam efeitos antagdnicos contra fitopatégenos, como
sideroforos , (MOREIRA et al., 2010).

2.2 SOLUBILIZAGAO DE FOSFORO

Um dos elementos essenciais para o desenvolvimento das plantas é o
fésforo, estando presente em diversas moléculas, como acidos nucléicos,
fosfolipidios e ATP (KAPRI & TEWARI, 2010), participando também da
regulacdo de vias metabdlicas e controle de reagdes enzimaticas
(SCHACHTMAN et. al., 1998).

O fosforo € o décimo elemento quimico mais presente na crosta
terrestre (SCHULZE, 1989), porém esse € o segundo elemento que mais limita
a produtividade dos solos tropicais. Um dos motivos é que esse elemento
possui alta estabilidade na fase sdlida, formando compostos de alta energia de
ligacdo com os coldides, como particulas de argila, éxidos de ferro, 6xidos de
aluminio e até mesmo matéria orgéanica. Por esse ponto, mesmo com grandes
guantidades desse elemento presente no solo, apenas parte dele estara com
uma baixa energia de ligagdo, possibilitando assim sua dessorgéo e estando
disponivel para as plantas (GATIBONI, 2003).

De acordo com a natureza do composto que esta se ligando ao fosforo,
esse € dividido em dois grupos, o fésforo inorgénico e o fésforo orgénico. O
fosforo inorgénico pode ser dividido em fésforo dos minerais primarios ou
estrutural e fosforo adsorvido. Esse pode ser encontrado ligado ao ferro,
aluminio e calcio, adsorvido a argilas silicatadas 1:1, adsorvido a matéria
organica do solo, adsorvido a oxihidréxidos de ferro e aluminio, o que vai
resultar em baixos teores de solugdo do solo. Ja o fésforo orgénico pode
constituir de 20 a 80% do total do solo e atua ativamente na disponibilidade de
fésforo as plantas. Esse é originado dos residuos vegetais que foram
incrementados no solo, tecidos microbianos e produtos da sua decomposicao
(GATIBONI, 2003).

O fésforo inorganico ira se constituir de fosfatos minerais insoluveis e

anions fosfatos adsorvidos a hidroxidos de ferro e aluminio, silicatos de
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aluminio e carbonatos de caélcio. J& as formas de fosforo orgénico sao
encontradas como inositéis-fosfatos, fosfolipidios e acidos nucléicos (MENDES;
REIS JUNIOR, 2003).

Varios microrganismos irdo atuar solubilizando e mineralizando o fosforo
presente no solo, como as bactérias, fungos e actinomicetos. (PAUL &
CLARCK, 1996). Atuando de diversas maneiras, como deslocando o equilibrio
de adsorgao, resultando na transferéncia de ions fosfato para a solugéo do solo
ou incrementando a mobilidade de formas organicas de P. Podem também
estimular processos metabdlicos que irdo solubilizar e mineralizar o fésforo a
partir de formas pouco disponiveis de fésforo organico e inorgéanico, dentro
desse processo estdo incluidos a excregao de ions de hidrogénio, liberagao de
acidos organicos, producao de siderdforos e enzimas fosfatases (MENDES;
REIS JUNIOR, 2003).

Se tratando do fésforo inorganico, os microrganismos que participam do
processo de solubilizagcdo excretam acidos organicos e seus protons
associados, que irdo atuar dissolvendo diretamente o material fosfatico ou
quelando os cations que acompanham o anion fosfato. (KUCEY et al, 1989;
RICHARDSON, 1994). Os acidos que se destacam sdo os acidos latico,
glicdlico, citrico, malico, oxalico, succinio e tartatico (KUCEY et al, 1989). Ja se
tratando dos fosfatos em forma organica, esses precisam ser mineralizados
para serem utilizados pelas plantas. Nesse caso, 0s microrganismos irao
produzir enzimas, denominadas de fosfatases e fitases, que irdo catalisar a
hidrolise de ésteres e anidridos de H3PO4. (SCHMIDT & LASKOWSKI, 1961).

As plantas também possuem mecanismos que vao influenciar na
disponibilidade de P, como mudanga do pH da rizosfera, liberagdo de acidos
organicos, agentes quelantes e fosfatases, até mesmo podendo ter
modificagdes morfoldgicas da raizes, como raizes protedides (MARSCHNER,
1995; HINSINGER, 2001; DAKORA & PHILIPS,2002).

2.3 SOLUBILIZAGAO DE ZINCO

No solo, o zinco se encontra nos minerais e adsorvido nas superficies e

nos sitios de troca. Varios elementos irdo influenciar a retengdo do zinco no
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solo, como a matéria organica presente, os Oxidos de ferro, aluminio,
manganés e os minerais de argila. Os 6xidos de ferro e manganés adsorvem
quantidades consideraveis de zinco, em uma reacao especifica (GADDE &
LAITINEN, 1974). Kalbasi (1978) demonstrou o mecanismo para a adsorgéo do
Zn** na superficie da goetita, no qual essa reagédo depende fortemente do pH,
quando o pH diminui, o equilibrio da reagao € deslocado para a esquerda, logo

essa adsorg¢ao do zinco também diminui.

ol ol
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Figura 1. Reag&o do Zn?" na superficie da goetita.

Fonte: Camargo (2006, p.16).

A adsorcao do zinco em superficies de 6xidos tem grande influéncia da
presenca de ion fosfato no meio. A presenca de fosfato aumenta a adsorgéo de
zinco por Oxidos de ferro e aluminio amorfos (STANTON & BURGUER,
1967,1970). A difusdo acaba por ser o principal mecanismo responsavel pelo
transporte do zinco para a superficie das raizes das plantas, isto é, vai do lugar
com maior disponibilidade para o lugar com menor disponibilidade. Sendo
assim, o elemento se desloca do ponto de maior concentragcao para o ponto de
menor concentragao (OLIVER & BARBER, 1966).

Apenas uma pequena parte do zinco presente no solo encontra-se
prontamente disponivel para as plantas. Isso se deve a varios fatores, tais
como reagdo com outros elementos, porcentagem de matéria organica,
atividade de microrganismos, porcentagem de fosfatos e a capacidade de troca
catibnica. A disponibilidade do zinco diminui a partir do aumento do pH acima
de 6 (SOBRINHO et al., 1979).

Uma solugao encontrada na literatura para essa baixa disponibilidade de
zinco, sao aplicagdes no solo de quelatos ou complexos, vistos como produtos

mais eficientes que as fontes inorganicas em condi¢des de alto pH no solo
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(HOLDEN & BROWN, 1965). A maior eficiéncia desses agentes quelantes se
da porque esses controlam as reacdes do ion metalico pelo bloqueio dos sitios
de reacdo destes ions. Dessa maneira, o zinco na forma de quelatos néo
sofreria as reacdes de insolubilizagdo do solo, proporcionando uma tese de
correcao mais eficiente desse nutriente no solo com doses menores
(MORTVEDT, 2001).

3 HIPOTESES

Hipotese: As bactérias isoladas a partir do solo cultivado com milho

apresentam capacidade de solubilizacido de fosfato ou zinco.

4 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o potencial de bactérias
que foram isoladas de um solo cultivado com milho em solubilizar fosfato e

zinco in vitro.

5 MATERIAL E METODOS

O projeto foi desenvolvido no Laboratério de Quimica do Solo, da
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade de Brasilia.
Inicialmente bactérias que foram previamente isoladas de raizes de milho para
serem crescidas novamente em meio DYGS solido (RODRIGUES NETO et al.,
1986). Essas bactérias foram isoladas em dois meios de cultura seletivos para
o isolamento de bactérias diazotroficas associativas, o meio JNFB e o meio
NFB, sendo estas identificadas pelas letras J e N, respectivamente
(DOBEREINER; BALDANI, V.L.; BALDANI, J.I., 1995). Assim, foram obtidos 17
isolados bacterianos a partir do meio JNFB e 19 isolados bacterianos a partir
do meio NFB.

Os numeros informam as areas de milho de onde as amostras foram
coletadas, a saber: 2 e 3 (areas de milho sob manejo de agricultura familiar,

apenas com adubacao mineral de plantio); 7 e 8 (areas de milho sob manejo de

16



producdo convencional e adubagao de plantio e cobertura com nitrogénio). Os
nameros e letras que se seguem na denominagado dos isolados, fazem
referéncia a diluicdo da amostra e ao numero de repicagens até a confirmagao
de isolamento da bactéria.

Para o preparo deste meio DYGS sdlido foi utilizado 2 g L™ de glicose, 2
g L™ de acido malico, 1,5 g L™ de peptona bacterioldgica, 2 g L™ de extrato de
levedura, 0,5 g L™ de fosfato de dipotassio (K,HPO,), 0,5 g L™ de sulfato de
magnésio heptahidratado (MgS0O,.7H,0), 1,5 g L™ de acido glutdmico, apds a
adicdo desses produtos foi ajustado o pH desse meio com solugdo de KOH a
10%, para se adequar melhor de acordo com o meio que essas bactérias foram
isolados e apds esse ajuste foi adicionado 15g L™ de agar, e agua destilada
para completar a medida. Para isolados em NFB o pH foi ajustado para 6,8, ja
para isolados em JNFB o pH foi ajustado para 6.

O meio foi esterilizado em autoclave, vertido em placas de Petri, que
também foram autoclavadas previamente, dentro da camara de fluxo. Essa que
foi limpa com alcool 70% e exposta a sua luz UV durante 20 minutos, para
evitar contaminacdes durante o preparo das placas. Apds o preparo de todas
as placas com o meio DYGS, as bactérias foram repassadas para essas placas
com o auxilio de uma haste de metal. Apds isso todas essas placas foram
incubadas em uma caémara de crescimento, a 30 °C por 7 dias. Apos esse
periodo foram verificadas as placas que apresentavam sinais de crescimento
bacteriano e essas foram utilizadas nos testes de solubilizagao de fosfato e de
zinco.

As bactérias foram crescidas e avaliadas quanto ao potencial de
solubilizacdo de fésforo e de zinco, essas estdo apresentadas separadas pelo
seu meio de armazenamento, NFB e JNFB. Como foram realizados dois testes
de solubilizagdo em dois periodos distintos, as bactérias que foram utilizadas
para cada teste de solubilizacédo se diferem.

Foram realizados dois testes de solubilizagdo de fosforo e dois testes
para solubilizagdo de zinco em periodos distintos. No primeiro teste de
solubilizacdo de zinco e no primeiro de fosforo foram utilizados 13 isolados
mantidos em meio NFB: 2N2All, 2N2BIA, 2N2BIIA1, 2N2BIIA2, 2N4Cl, 2N5ClI,
3N2BII, 3N2CI, 3N3AIB, 3N3CIA, 3N4AIA, 3N4AIA3 e 3N4AIB. Além desses,
foram avaliados 11 isolados mantidos em meio JNFB: 2J2ClI, 3J2AIA, 3J2AIB,
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3J2Bll, 3J3Al, 3J3All, 3J3CII, 3J4All, 7J4BlIl, 8J4BIl e 8J5CII.

Apés os primeiros testes de solubilizacao, foram realizadas novamente a
passagem das bactérias isoladas em NFB e JNFB para o meio de cultura
DYGS, para essas bactérias serem avaliadas novamente quanto ao potencial
de solubilizacado de fosforo e de zinco. As que foram isoladas e mantidas em
meio NFB, compreendendo 6 isolados, foram: 2N3BIA, 2N4BIA, 2N4BIB,
3N2BI, 3N2BII e 3N4AIB. Considerando aquelas que foram isoladas e mantidas
em meio JNFB foram 6, a saber: 2J3ClIl, 3J2AIA, 3J2AIB, 3J3Bll, 3J4All e
8J5CII.

Para o teste de solubilizagdo de fosfato, foi realizado o preparo do meio
NBRIP solido (NAUTIYAL, 1999). Para o preparo deste meio, foram utilizados
solucdes de glicose 10 g L™, de cloreto de magnésio (MgCl,.6H,0O, 5gL™), de
sulfato de magnésio (MgSO,.7H,0, 0,25 g L™), de cloreto de potassio (KClI, 0,2
g L™), de sulfato de amoénio ((NH,),SO,, 0,1 g L™), de agar (15 g L™"). Para a
solidificacdo do meio e formagao do precipitado, foram utilizados 100 ml de
fosfato dipotasico (K,HPO,) a 10% em solugdo e 50 ml de cloreto de calcio
(CaCl,) a 10% em solugéo, ao final da adigao de todos os reagentes o meio foi
completado com agua destilada.

Para o teste de solubilizagcdo de zinco, foi preparado outro meio
denominado de “meio de solubilizacdo de 6xido de zinco”. Para o preparo deste
meio, foram utilizados 10 g L™ de glicose, 1 g L™ de sulfato de aménio
((NH,),S0O,4), 0,2 g L™ de cloreto de potassio (KCI), 0,1 g L™ de fosfato
dipotasico (K,HPO,), 0,2 g L™ de sulfato de magnésio (MgS0O,.7H,0), 1 g L™ de
oxido de zinco (Zn0O), 15 g L™ de agar e completado com agua destilada.

Para ambos os meios o método de preparo e analise foram 0os mesmos.
O meio foi esterilizado em autoclave, em seguida, vertido na cadmara de fluxo,
apos limpeza da mesma com alcool 70% e exposi¢ao a luz UV por 20 minutos.
O meio foi vertido em placas de petri e essas placas foram divididas em quatro
areas iguais, sendo trés partes destinadas para serem repassadas as bactérias
€ uma para o controle. Com o auxilio de uma haste de ferro, os isolados foram
inoculados no centro dessas trés partes de cada placa. Apods isso, as placas
foram colocadas na camara de crescimento a 30 °C por 7 dias. Apds esse
periodo, foi verificado se essas placas apresentavam sinais de solubilizagao de

fosfato ou zinco por meio da visualizagao de um halo transparente em volta das
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colbénias de bactérias no centro de cada parte das placas.

As bactérias que apresentaram solubilizacdo do fésforo ou zinco, pela
formagao de um halo translucido em volta de suas colénias no meio, tiveram o
tamanho do halo e da col6nia medidos com o auxilio de um paquimetro digital.
Com esses valores, foi determinado o indice de solubilizagéo (IS), determinado
pela relagdo entre o didmetro do halo (mm) com o didmetro da colénia (mm)
(BERRAQUERO et al., 1976).

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os isolados empregados na primeira etapa apresentaram solubilizagao
sdo apresentados na Tabela 1, enquanto os que apresentaram solubilizacdo no

segundo teste estdo na Tabela 2.

Tabela 1 - Bactérias utilizadas no primeiro teste de solubilizagao para fosforo e

zinco.

Bactérias Solubilizagédo de P Solubilizagdo de Zn

Meio NFB - -
2N2All - +
2N2BIA + -

2N2BIIA1 - -

2N2BIIA2 - -
2NA4CI - +
2N5CI - -
3N2BII - -
3N2CI - +
3N3AIB - -
3N3CIA - -
3N4AIA - -
3N4AIA3 - -
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3N4AIB - +
Meio JNFB

2J2ClI - -
3J2AIA - -
3J2AIB - -
3J2BlI - -
3J3Al - -
3J3All - -
3J3ClI - -
3J4All - -
7J4BlI + +
8J4BlI - -
8J5CII - +

Na segunda etapa dos testes de solubilizagdo , as seguintes bactérias

foram utilizadas e apresentaram solubilizacédo (Tabela 2):

Tabela 2 - Bactérias utilizadas no segundo teste de solubilizagao para fosforo e

zinco.
Bactérias Solubilizagao de P Solubilizagao de ZN
Meio NFB
2N3BIA - +
2N4BIA + -
2N4BIB - +
3N2BI - +
3N2BII - -
3N4AIB - -

Meio JNFB
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2J3ClI - -
3J2AIA - -
3J2AIB - -
3J3BlI - -
3J4All - -
8J5ClI - -

No primeiro teste de solubilizacdo de fdsforo, foi verificado o
aparecimento de halo para dois isolados de bactérias, 7J4BIl e 2N2BIA (Tabela
1). Como as colénias apresentaram formato diverso do formato circular, para o
calculo do indice de solubilizagdo foi considerado a média entre o maior e
menor comprimento da coldnia. As imagens das bactérias que formaram o halo

in vitro estdo apresentaram a seguir (Figura 1).

Figura 2. Isolados 7J4BlII (A) e 2N2BIA (B).

Os tamanhos das colbnias, dos halos formados e os indices de
solubilizagdo foram calculados e séo apresentados na Tabela 3. O isolado
7J4BIl apresentou indice de solubilizagcdo médio de 1,49, enquanto o isolado

2N2BIA apresentou indice de solubilizagdo médio de 1,12.



Tabela 3 - Didmetro das colbnias e dos halos formados no teste de

solubilizagéo de fosforo e seu indice de solubilizagao (IS)

Bactéria Tamanho da Tamanho do indice de
coldénia (mm) halo (mm) Solubilizagao

7J4BIl -1 9,25 11,83 1,27
7J4BlIl - 2 9,29 14,04 1,51
7J4BIl - 3 4,62 8,69 1,88
7J4BIll média 7,73 11,52 1,49
2N2BIA -1 5,31 6,39 1,20
2N2BIA - 2 7,13 7,71 1,08
2N2BIA -3 7,4 8,15 1,10
2N2BIA média 6,61 7,41 1,12

Posteriormente, foi realizado novamente o teste para solubilizacdo de
fosfato com doze isolados de bactérias (Tabela 2), dessa vez obtendo o
aparecimento de halo em apenas uma bactéria, a 2N3BIA (Figura 2). O indice
de solubilizagdo médio do isolado 2N4BIA foi de 1,5 (Tabela 4).

Figura 3. Isolado 2N4BIA (A).
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Tabela 4 - Diametro das colénias e dos halos formados no segundo teste de

solubilizagcéo de fosforo e seu indice de solubilizagao (IS).

Bactéria Tamanho da Tamanho do indice de
colénia (mm) halo (mm) Solubilizagao
2N3BIA -1 3,11 4,91 1,59
2N3BIA -2 3,41 4,74 1,39
2N3BIA -3 4,33 7,6 1,82
2N3BIA média 3,62 5,75 1,6

Apos a realizagdo do teste de solubilizagdo de fosfato, foi realizado o

teste para analise de solubilizagdo do zinco. No primeiro teste, foi observado o
aparecimento de halo em seis isolados 7J4Bll, 8J5CII, 2N4ClI, 2N2All, 3N2Cl,

3N4AIB (Tabela 1: Figura 3).

Figura 4. Isolados 7J4BlII (A) 8J5CII (B), 2N4CI (C), 2N2All (D), 3N2CI (E), 3N4AIB (F).

Os didmetros das colonias, dos halos formados e os indices de

solubilizacao estao apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Didmetro das colbnias e dos halos formados no teste de

solubilizagédo de zinco e seu indice de solubilizagao (IS)

Bactéria Tamanho da Tamanho do indice de
colénia halo Solubilizagao
(mm) (mm) (mm)
7J4BIl -1 10,16 26,07 2,57
7J4BIl - 2 11,92 25,67 2,15
7J4BIl - 3 10,68 17,84 1,67
7J4BIll média 10,92 21,19 2,13
8J5CII -1 4,90 6,62 1,35
8J5CII - 2 5,09 6,8 1,34
8J5CII -3 6,74 7,59 1,13
8J5CIl média 5,58 7,00 1,27
2N2AII -1 6,18 8,81 1,43
2N2AII - 2 5,93 8,30 1,40
2N2AII -3 8,69 10,68 1,23
2N2All média 6,93 9,26 1,35
2N4Cl -1 2,62 6,48 2,47
2N4Cl -2 - - -
2N4Cl1 -3 5,26 11,50 2,19
2N4CI média 3,94 8,99 2,33
3N2ClI -1 5,34 7,57 1,42

3N2ClI - 2 5,61 6,97 1,24



Bactéria Tamanho da Tamanho do indice de

colénia halo Solubilizagao

(mm) (mm) (mm)

3N2CI -3 6,34 10,01 1,58
3N2CI média 5,76 8,18 1,41
3N4AIB -1 6,92 9,25 1,34
3N4AIB - 2 6,3 9,71 1,54
3N4AIB -3 8,05 9,79 1,22
3N4AIB média 7,09 9,58 1,37

Assim como para o fosfato, o teste para o zinco foi realizado outra vez,
sendo avaliados doze isolados nesse teste, com formacao de halo em 2N3BIA,
2N4BIB e 3N2BI (Tabela 2: Figura 4).

Figura 5. Isolados 2N3BIA (A), 2N4BIB (B) e 3N2BI (C).

O diametro das colbnias, dos halos e os indices de solubilizacdo estao

na tabela seguinte (Tabela 6).

Tabela 6 - Didmetro das colbnias e dos halos formados no teste de

solubilizagédo de zinco e seu indice de solubilizagéo (IS)

Bactéria Tamanho da Tamanho do indice de




colénia halo Solubilizagao

(mm) (mm) (mm)

2N3BIA -1 7,66 11,29 1,47
2N3BIA - 2 7,36 10,91 1,48
2N3BIA -3 6,69 9,76 1,46
2N3BIA média 7,24 10,65 1,47
2N4BIB - 1 5,03 9,96 1,98
2N4BIB - 2 4,42 9,56 2,16
2N4BIB - 3 4,96 8,86 1,79
2N4BIB média 4,80 9,46 1,98
3N2BI -1 7,64 11,24 1,47
3N2BI - 2 7,91 11,29 1,43
3N2BI -3 6,69 9,76 1,46
3N2BI média 7,41 10,76 1,45

Os isolados bacterianos avaliados foram obtidos de areas de milho
sobre diferentes manejos de produgdo, como o manejo de produgao
convencional, com adubacgao mineral de plantio e cobertura (amostras 7 e 8) e
sistema de producgao agricola familiar, apenas com adubagao de plantio (2 e 3).
A ocorréncia de bactérias diazotréficas associativas € abundante em solos
agricolas, podendo ser influenciada pelos sistemas de manejo (PEDRINHO,
2009), afetando sua abundancia e também suas habilidades na promog¢ao do
crescimento vegetal, como a solubilizagdo de nutrientes, como o fosforo e o
zinco. Neste trabalho foi realizada apenas uma avaliacdo qualitativa da
habilidade dos isolados bacterianos em solubilizar in vitro os nutrientes fésforo
e zinco. Os resultados aqui apresentados serdo utilizados em avaliacbes

subsequentes, a fim de avaliar a influéncia dos sistemas de manejo na
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habilidade dos isolados em promover o crescimento vegetal.

Vaérios estudos utilizam metodologias que comparam o halo translucido
formado com o tamanho da colénia da bactéria para analisar a solubilizagao de
fésforo e zinco in vitro. Rozo (2017) calculou o didmetro do halo como sendo
igual ao diametro total menos o didmetro da colénia. Ja para avaliar o potencial
de solubilizacdo, utilizou-se o indice de solubilizagdo calculado como o
didmetro do halo dividido pelo diametro da colénia (MASSENSSINI et al.,
2016).

Segundo Rozo (2017), dos 29 isolados de bactérias obtidos em
tomateiro, 12 apresentaram a capacidade para solubilizar fosfato de calcio, cujo
indice de solubilizac&o foi de 3 para 4 isolados e no valor de 2 para os outros 8
isolados, apresentando assim uma média de 2,33. Se comparado aos dados
obtidos neste trabalho, apresentou indices superiores, pois as bactérias de solo
cultivado com milho apresentaram uma média de 1,37 no indice de
solubilizacdo de fosfato. Ja para a solubilizagéo de zinco, os valores do indice
ndao foram disponibilizados no trabalho de Rozo, ndo sendo possivel a
comparagao.

Bezerra (2021) avaliou microrganismos bactérias isoladas de
cana-de-agucar e também calculou o grau de solubilizagao a partir da medida
da colénia e do halo de solubilizagdo formado, obtendo o indice de
solubilizagdo que foi calculado a partir do didametro da colénia com halo dividido
pelo didmetro da coldonia sem halo (BHARUCHA; PATEL; TRIVEDI, 2013).

O indice de solubilizagao (IS) de fosfato pode ser classificado em niveis
no qual considera como baixo o IS menor que 2, médioo ISentre 2e 3 e alto o
IS maior que 3 (MADHAIYAN et al, 2004). Nesse caso, foram utilizados
isolados endofiticos da rizosfera e do solo. Dentre os isolados testados, nove
se apresentaram como solubilizadoras, apresentando indices de solubilizagao
que variaram entre 1,3 e 4,2, sendo classificado como IS baixo. Ja entre os
isolados da rizosfera, sete apresentaram solubilizacdo de fosfato, com indices
de solubilizacdo entre 3 e 6,6, sendo classificado como médio e alto. Por fim,
onze isolados de solo apresentaram solubilizagcao de fosfato, com valores entre
1,1 e 5, tendo classificagdes de baixo, médio e alto.

Em trabalho sobre a atividade de bactérias diazotrdficas e seu uso como

biofertilizante em gramineas do género Brachiaria (RIBEIRO, 2018), testou 222
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isolados de bactérias obtidos de braquiaria em testes de solubilizacdo de
fosfato inorganico e de éxido de zinco. Avaliando a solubilizagdo a partir da
medicdo do halo no décimo segundo dia apds a inoculagdo nos meios
respectivos ricos em fosfato e zinco. Para efeito de comparagéao, o indice de
solubilizagdo foi calculado conforme descrito por Kumar e Narula (1999), no
qual o valor é obtido dividindo o diametro total, que seria o didmetro da colénia
mais o didmetro do halo formado, pelo didametro da colénia. Do total de isolados
testados por Ribeiro (2018), 87 apresentaram capacidade de solubilizar fosfato
inorganico, cerca de 39,2% das estirpes testadas. O indice de solubilizagao
desses isolados variou de 1,11 até 2,60, esses valores foram classificados
como sendo baixo para IS abaixo de 2, médio para IS entre 2 e 3 e alto para IS
acima de 3 (MADHAIYAN et al, 2004). Dos 39,2% de estirpes que
apresentaram solubilizacdo de fosfato, 8,05% apresentaram IS médio e o
restante apresentaram nivel baixo de solubilizacéo (IS).

Ja com relagdo aos isolados que apresentaram capacidade de
solubilizar 6xido de zinco, 21 das 222 estirpes apresentaram solubilizagdo. Os
isolados apresentaram indice de solubilizagdo entre 1,27 e 5,13. De acordo
com a classificagdo de Madhaiyan et al (2004), 9 isolados apresentaram IS
baixo, 2 isolados apresentaram IS médio e 10 apresentaram IS alto.

A importancia de pesquisas de prospecc¢ao de bactérias solubilizadoras
de fosfato e zinco se expressa na producédo e comercializagdo de bioinsumos,
como o inoculante BiomaPhos® contendo bactérias de Bacillus, isolados de
rizosfera de milho e atualmente recomendado no Brasil para aumentar a
disponibilidade de fésforo em lavouras de milho (OLIVEIRA-PAIVA et al. 2021).

7 CONCLUSOES

Trés isolados apresentaram a formacao de halo translucido indicando
solubilizagdo para fosfato nos testes realizados para essa solubilizagdo. Ja
para o0 zinco nove isolados de bactérias apresentaram a formagao de halo

translucido indicando solubilizagéo para esse elemento.
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