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RESUMO

Dentre os varios nutrientes que sdo essenciais para as plantas, o fosforo (P) ocupa
lugar de destaque, sendo elemento mineral que mais limita a producdo das culturas no Brasil.
As plantas obtém este nutritivo do solo, onde a disponibilidade em geral ¢ baixa, e para
atender as necessidades ha a utilizac@o de fertilizantes na agricultura. A populacdo microbiana
exerce grande influéncia nas transformag¢des no solo, na disposi¢do e na aquisicdo de
nutrientes pelas plantas, acreditamos que existem microrganismos capazes de disponibilizar P
no solo.Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar a solubilizagdo de P, por
microrganismos isolados da rizosfera de plantas nativas do Cerrado. Foram utilizadas as
seguintes espécies Caryocar brasiliense Cam (Caryocaraceae), Miconiaalbicans (Sw.) Triana
(Melastomataceae), Xylopiasericea A.St.-Hil. (Annonaceae), Stylosanthesguianensis (Aubl.)
Sw. (Fabaceae/Caesalpinioideac) e Sida urens L. (Malvaceae). Amostras das raizes foram
coletadas, juntamente com o solo rizosférico aderido, foram realizadas diluicdes seriadas em
solucdo salina e aliquotas de 100 pL, as diluicdes 107 e 10 foram dispostas em placas de
Petri contendo meio NBRIP. As placas isoladas foram incubadas em BOD a 28 °C por 7 dias.
Apos esse periodo foi realizada a contagem das colOnias totais e das que apresentaram halo de
solubilizacdo.Os 54 isolados que apresentavam potencialforam incubadas em BOD a 28°C
por 15 dias, foi realizada a medi¢do do didmetro do halo de solubilizagdo no 9° ¢ 15° dia de
incubagio. Os dados apos transformagiovVx + 5 foram submetidos 3 ANOVA e os
tratamentos comparados pelo teste de Scott-Knott (p <0,05). Observou-se que 92,6% dos
isolados capazes de mobilizar formas insoliveis de P pertenciam a plantas de porte arboreo
(C. brasiliense, M. albicanse X. sericea) € provavel que seja por que avegetacdo arborea
possui um ciclo de vida maior e maior area de solo explorada comparada as herbaceas. Seis
isolados apresentaram rapido crescimento e, por isso foram avaliados no 9° dia de incubagao,
esses isolados foram identificados morfologicamente como Aspergillus niger. Oito isolados
produziram halo de solubilizagdo maior que 2 cm, chegando a 6,5, sendo seis identificados
comod. niger. Apds 15 dias foi observado que o isolado fungico SMC9 produziu halo de
solubilizagdo de 6 cm,embora levando um tempo superioruma taxa de 0,4 cm halo dia™ contra
uma taxa do A. niger de 0,7 cm halo dia!. Os resulatados obtidos mostraram que fungos
filamentososapresentam boa disponibilidade de P Ca3(POs),. Em conclusao os microrganimos
solubilizadores sdo de grande importancia na disposi¢do de P para a planta demostrando

grande potencial e visando futura produgdo de inoculantes.

Palavras-chave: solubilizadores de P, fosfato, microbiologia, solo.
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INTRODUCAO

O Cerrado ¢ conhecido como a savana mais rica do mundo, possui grande
biodiversidade apresentando varias espécies endémicas e ¢ considerado um dos “hotspots”
mundiais, possuindo uma extensdo de cerca de dois milhdes de km*(MINISTRA,2007). A
riqueza e diversidade da fauna e da flora desse bioma ¢ t3o expressiva que representa cerca de
33% da biodiversidade brasileira. (AGUIAR; CAMARGO, 2004). A regido apresenta
fisionomias  que compreendem  formagdes  florestais,savanicase campestres.
(RIBEIRO;WALTER, 1998).

A classe dos Latossolos ¢ predominante, ocupando cerca de 46% do bioma. (LOPES;
GUILHERME, 1994).Estes solos apresentam boa estrutura fisica, resisténcia a mecanizacao,
sdo solosprofundos e possibilitam um bom crescimento radicular das arvores. (SCARIOT et
al, 2005).Entretanto, os mesmos apresentam uma alta intemperizagdo, exibindo uma
pequena reserva de nutrientes, alta saturagdo por aluminio e uma baixa a média
Capacidade de Troca Cationica (CTC), apresentam teores de fosforo disponivel sempre
inferiores a 1 mg/ dm?. Os Latossolossdo bastante utilizados na agricultura, mesmo tendo
fator limitante da baixa fertilidade, isso € corrigido através de corretivos e fertilizantes
associados a época adequada do plantio (SOUSA; LOBATO, 2004).

O solo do Cerrado imobiliza o fosforo (P) impedindo a aquisi¢do do mesmo pela
vegetacdo. Isso estd relacionado a sua mineralogia ¢ da formagdo de fosfatos de ferro

(FePO4), aluminio (AIPO4) e calcio [Ca3(PO4)2] (MENDES; JUNIOR, 2003)

O fosforo ¢ um elemento vital para a producdo e crescimento das plantas ele participa
de processos metabdlicos e transformagdes no solo, se apresenta certa escassez desse nutriente
a nivel mundial, sua deficiéncia tem grandes impactos na agricultura e posteriormente na
economia. Os solos em geral apresentam uma deficiéncia desse elemento, sendo considerado
um recurso natural finito. O solo apresenta uma forte reagdo com P apresentando uma alta

fixag@o nos solos tropicais (BINI; LOPEZ, 2016).

Como os solos em geral apresentam baixa disponibilidade desse elemento ¢ a
quantidade de P exigida em culturas ¢ grande isso torna necessaria a utilizagdo de adubos
fosfatados que s@o produzidos a partir de rochas fosfatadas. Essas adubac¢des possuem formas
soluveis e muitas vezes sdo aplicadas doses superiores (RIEDER, 1986).Tem-se uma
estimativa que todas as reservas de P, como recurso natural ndo renovavel a nivel global se

esgotardo nos proximos séculos (CORDELL; WHITE, 2011; SIQUEIRA et al 2004).



A adubagdo fosfatada nos solos do Cerrado acaba sendo indispensavel, boa parte do
que ¢ aplicado ¢ perdido ou fixado pelo solo com isso a adubagdo se torna dispendiosa. As
doses de fosforo aplicado s@o bem maiores do que a planta realmente necessitase numa
cultura precisa absorver 10 Kg sera aplicada 10 vezes mais. (MALAVOLTA, 1989).

Algumas plantas possuem na sua rizosfera microrganicos capazes de solubilizar o P,
relacionando a isso ¢ interessante utilizar esses microrganismos para o aproveitamento e
melhor aquisicdo do fosforo pela planta (INUE, 2009).0s microrganismos tém grande
influéncia na disposicdo de nutrientes para as espécies vegetais atuando nas reacdes
bioquimicas e na disposi¢do de nutrientes para desenvolvimento da planta. (SILVEIRA,
FREITAS 2007).

Atualmente os métodos de obtencdo de fosforo a partir das rochas fosfatadas no
campo industrial, sdo realizados processos com acidos que atacam as rochas e liberam o P
deixando-o soluvel. Esses processosapresentam umalto consumo de energia além de liberarem
produtos indesejaveis. O uso dos microrganismos solubilizadores se mostra como uma
alternativa promissora, sendo um método para obtencdo do elemento mais econdomico e
ambientalmente sustentavel, além de serem mais seletivos. (MENDES et al, 2014).Nesse
sentido objetivou-se prospectar microrganismos solubilizadores de fosforo (MSFs) na

rizosfera de plantas nativas do Cerrado, isolando e caracterizando esses microrganismos.

MATERIAL E METODOS

Foi realizada a coleta de raizes e solo rizosférico de plantas nativas do Cerrado, solo
rizosférico ¢ aquele que permanece aderido a raiz e radiculas da planta apos expressiva
agitagdo manual. Coletaram-se trés amostras de cada uma das cinco espécies de plantas
nativas encontradas em uma reserva legal na regido de Monte Carmelo, Minas Gerais (18° 42’
31,6” S, 47° 33 20,97 W). As espécies escolhidas foram trés plantas de porte arboreo -
Caryocar brasiliense Cam (Caryocaraceae), Miconiaalbicans(Sw.) Triana (Melastomataceae)
e  XylopiasericeaA.St.-Hil. (Annonaceae) e duas plantas  herbaceas -
Stylosanthesguianensis(Aubl.) Sw. (Fabaceae/Caesalpinioideae) e Sida urensL. (Malvaceae).

Amostras de 10 g de raizes com solo rizosférico foram misturadas a 90 mL de solucao
salina estéril (NaCl 0,85%), e agitadas manualmente por Sminutos para obtencdo da dilui¢ao
10!, As amostras foram diluidas serialmente em dilui¢des 102, 102 e 10", Em seguida, foram
transferidas assepticamente aliquotas de 100 uL das diluigdes 10 e 10 para placas de Petri

que continham meio NBRIP — NationalBotanicalResearchlnstitute’sphosphategrowthmedium



(10 g glicose, 5 g Ca3(POy),, 5 g MgCL.6H,0, 0,25 g MgS04.7H;0, 0,2 g KCl, 0,1 g
(NH4)2SOg4, 15 g agar, 1 L 4gua destilada, pH 7) (NAUTIYAL, 1999). A aliquota foi
espalhada na superficie do meio de cultura com a alga de Drigalsky estéril.

As placas foram incubadas em estufa Incubadora BOD (BiochemicalOxygenDemand),
a 28 °C, sendo avaliadas diariamente para detec¢do de microrganismos solubilizadores de P,
indicados pela presenga de halo transparente ao redor das colonias. Estas colonias foram
repicadas sucessivamente para novas placas com meio NBRIP até obtencdo de culturas puras.

Ao final de7dias foi realizada a contagem total de colonias de microrganismos e
colonias que apresentaram halo de solubilizacdo de P.

Com os dados dos valores das contagens, realizou-se os calculos de nimero de
unidades formadoras de colonia por grama de raizes (UFC g!). Os dados foram submetidos a
analise de varidnciaANOVA, sendo transformados em log UFC para tornar a escala avaliavel.

Os isolados solubilizadores de P obtidos foram avaliados quanto ao potencial de
solubilizacdo em meio solido. Cada isolado foi inoculado no centro de uma placa de Petri de 9
cm de diametro e incubadas no escuro em BOD a 28 °C durante 15 dias. Os didmetros do
halo de solubilizagdo ¢ da colonia foram medidos no 9° e 15° dia de incubagdo. O

experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado com cinco repeti¢des. Os

dados apés transformacio porVx + 5 foram submetidos 4 ANOVA e os tratamentos

comparados pelo teste de Scott-Knott (p <0,05).

A parte experimental foi realizada no labolatério de Microbiologia da intituicdo de

ensino FUCAMP-Fundagdo Carmelitana Mario Palmério - Monte Carmelo/MG.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O solo ¢ bastante heterogéneo abriga uma grande diversidade bioldgica onde detém
varias interacdes desses organismos. Dados do experimentodemostram que osvalores
avaliados de UFC g! variaram entre 10° a 10°da microbiota capaz de solubilizar o P e entre
10° a 10’ UFC g-1 em relagdo aos microrganismos totais (Figura 1A).Nas espécies avaliadas a
ocorréncia de microrganismos solubilizadores no solo pode variar em algumas plantas, mas
ndo foi detectada diferenca significativa. A populagdo microbiana capaz de disponibilizar esse
nutriente mineral possui uma significativa presenca nos solos do Cerrado em média 10% da

microbiota na rizosféra das plantas. (Figura 1B).
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Figura 1. Caracterizacdo da populacdo microbiana da rizosfera de plantas nativas do Cerrado. (A)
log UFC g e (B) % solubilizadores de fosforo. As barras de erro representam o desvio padrio
média (n =5).

O fosforo sofre varias transformagdes em seu ciclo como decomposigdo ¢
mineralizagdo e a presenca dos microrganismos solubilizadores de fosfato é de grande
importancia e acabam sendodeterminante para a aquisicdo desse mineral a planta sendo
componente ativo do solo. No solo a constituicio de bactérias solubilizadoras é maior
comparada a quantidade de fungos capazes de disponibilizar o P, sendo que o grupo
bacteriano representa 0,5% e o grupo fangico de 0,1% da populacdo total desses
microrganismos. (KUCEY, 1983).

Nesse sentido os resultados obtidos apontam a relagdo das colonias de
microrganismossolubilizadores de P. A avaliacdo visual das colonias de MSFs revelou que,
do total avaliado 80% sdo bactérias e 20% fungos. Embora a ocorréncia de fungos se
apresentar expressivamente menor em quantidade eles se destacam por serem mais favoraveis
a solubilizagdo de P, pois possuem maior potencial de acidificagdo do meio circundante.

(BANIK; DEY, 1982).
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80 %

Figura 2. Percentual de bactérias e fungos solubilizadores de fosforo na rizosfera de plantas de
Cerrado.

Foram obtidos 54 isolados demonstrando a capacidade de solubilizar P em meio
NBRIP solido. As espécies de plantas de porte arboreo (C. brasiliense, M.albicans e X.
sericea) apresentaram maior nimero de isolados, representando 92,6% do total de isolados
(Figura 3). E provavel que essa diferenca resulte da maior longevidade e da maior area de solo
explorada pelas raizes de plantas arboreas quando comparada a plantas herbaceas, uma vez

que mais interagdes com microrganismos na rizosfera poderdo ser estabelecidas ao longo do

= Caryocar brasiliense
= Miconia albicans

= Xylopia sericea

seu ciclo de vida.

= Stylosanthes guianensis

= Sida urens

Figura 3. Numero de isolados de microrganismos solubilizadores de P obtidos da rizosfera de

plantas nativas do Cerrado.
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Os isolados obtidos foram submetidos a avaliagdo do potencial de solubilizagdo de
Ca3(PO4), em meio solido. Baseado em caracteres morfologicos da colonia, os isolados
SMC27, SMC32, SMC36, SMC37, SMC38 ¢ SMC51 foram identificados como pertencentes
a espécie Aspergillus niger. Esses isolados apresentaram rapido crescimento e, por isso, foram
avaliados apenas aos 9 dias de incubagdo, tendo em vista que no 15° dia a colonia atingiu as

bordas da placa.

Oito isolados produziram halo de solubilizagdo maior que 2 cm, chegando a 6,5 cm
(Figura 4). Estes isolados foram identificados como fungos filamentosos, sendo seis deles

identificados comoA. niger.
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Figura 4. Diametro do halo de solubiliza¢do de Ca3(PQOs); por micro-organismos isolados da
rizosfera de plantas nativas do Cerrado. Barras marcadas com + representam dados obtidos
com 9 dias de incubagdo. As demais medidas foram obtidas no 15° dia de incubagéo. Barras
de cores iguais ndo diferem significativamente entre si pelo teste Scott-Knott (p < 0,05).

Barras de erros representam o desvio padrdo da média (n=5).

Ap6s 15 dias observou-se que o isolado fungico SMC9 produziu halo de solubilizagdo
de uma taxa de 6 cm, igualando-se a alguns isolados de A. niger (Figura 4). Contudo, o tempo
necessario para atingir esse nivel de solubilizag¢do foi superior, obtendo-se uma taxa de 0,4 cm

halo dia 'contra uma taxa de 0,7 cm halo dia™'.

Alguns isolados apresentaram resultados positivos sobre os parametros avaliados.
Sendo caracteristica utilizada na sele¢@o destes microrganismos foi a capacidade e o potencial
de solubilizar fosfatos e o didmetro do halo de solubilizagdo relacionada ao tempo de

crescimento. Os isolados que se destacaram foram o 4. niger ¢ o isolado SMC9, podendo ser
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selecionados pelo seu potencial visando a producdo de inoculantes que contenham
microrganismos capazes de disponibilizar o fésforo insolivel de forma solivel a planta. O uso
de inoculantes de microrganismos solubilizadores constitui numa alternativa de melhorar o

suprimento de P no solo (FILHO; VIDOR, 2000).

No trabalho realizado por Kucey em 1983, foram amostrados 17 locais, o total de
fosforo foi extraido com NaHCOs™ e a textura do solo foi determinada para cada solo. A
populagdo total do solo e os microrganismos solubilizadores foram determinados por
diluicdes em série e contagem das colonias nas placas. Com os resultados obtidos foi
observado que a quantidade de bactérias solubilizadoras no solo ¢ maior que os fungos, os
fungos foram superiores que as bactérias na solubilizagdo. O grupo fungico também manteve
a capacidade de solubilizar mesmo apos muitas transferéncias de subculturas, sendo que as
bactérias perderam sua capacidade quando subcultivada. Assim como observado nesse
experimento o grupo fungico tem grande potencial solubilizador, com um tempo de
crescimento menor, mesmo em menor quantidade em relagdo as bactérias.

Assim, a importancia desses microrganismos na substitui¢do parcial ou total, das
formas de adubagdes fosfatadas oferecidas a partir de rochas fosfatada no mercado, esses
microrganismos se mostram bastante promissores. Sendo necessdrios mais estudos
relacionando as adaptagdes desses microrganismos as condi¢des de campo que forem

manejados.
CONCLUSAO

1. Nas espécies avaliadas os microrganismos capazes de solubilizar o fosforo de minerais
pouco soluveis representam 10% da populagdo microbiana do solo. Sendo que desses

microrganismos 80% sao fungos e 20% bacterias.

2. As plantas de porte arboreo apresentaram um maior numero de microrganismos
solubilizadores de fosforo, em média 92,6% dos solubilizadores avaliados. Isso pode se dar
pelo ciclo de vida maior da planta e por suas raizes ocuparem uma area superficial maior,

tendo mais contato com o solo € com microrganismos, comparado as herbaceas.

3. Os fungos filamentosos isolados da rizosfera de plantas nativas do Cerrado apresentam
maior potencial de solubilizacdo de fésforo comparado as bactérias, apresentando um halo de
solubilizacdo maior que 2cm chegando a 6,5cm. Dos fungos filamentosos avaliados 75%

foram identificados morfologicamente como 4. Niger.
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