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RESUMO

O milho (Zea mays L.) é uma das culturas de maior importancia para o agronegdcio brasileiro
em face do advento do milho safrinha associado a novas técnicas agricolas e a utilizacdo e
incorporagdo de terras ndo cultivadas, principalmente em regides de Cerrado, ¢ da demanda
da agroindustria de ragdes de aves, suinos e bovinos. O aumento de producdo nesta cultura
gera maior demanda por insumos e torna o agronegécio brasileiro altamente dependente do
mercado externo no que se refere a utilizacdo de adubacgdo fosfatada, visto que cerca de 50%
deste adubo no Brasil ¢ proveniente de importagdo. Micro-organismos solubilizadores de
fosforo estdo sendo utilizados como alternativa para otimizar a eficiéncia na utilizacdo de
fosforo (P) por meio da biossolubilizagdo de rochas fosfaticas e produgdo de acidos organicos.
Neste contexto, o presente trabalho objetivou selecionar e caracterizar micro-organismos
rizosféricos de milho solubilizadores de fosfato in vitro com potencial para biossolubilizacao
de rochas fosfaticas, avaliar a dinamica enzimatica de fosfatases acida e alcalina de solo
rizosférico de milho cultivado em diferentes manejos de adubagao fosfatada para selegdo de
bactérias potencialmente eficientes na biossolubilizagdo de P e prospectar grupos funcionais
de bactérias eficientes na solubilizagdo de P para uso como inoculantes em culturas de graos.
O experimento foi conduzido na Embrapa Milho e Sorgo safra na safra 2015/16, distribuido
em delineamento de blocos casualizados, com trés repeticdes, esquema de parcela
subdividida, com quatro estirpes e trés tipos de adubacgdo distribuidos em faixas: Super
Fosfato Triplo (SFT), Fosfato de Araxd (FA), uma mistura da metade da dose com SFT e
outra metade com Fosfato de Araxa (STFA) e controle sem fosforo (P0). Os inoculantes
foram constituidos de bactérias rizosféricas e endofiticas de milho (B70L, B119, B2084,
B2082). A atividade bioldgica de P no solo foi mensurada pela determinacdo das fosfatases
acida e alcalina. Os resultados mostraram a ocorréncia de diferenga significativa (p<0,05)
entre os tratamentos com adubacao e tipos de inoculantes. Independente do tipo de inoculante,
a maior atividade de ambas as fosfatases ocorreu no tratamento sem adubacdo. Nos
tratamentos inoculados com a cepa B70L, independente do tipo de adubacdo, ocorreram os
maiores valores das enzimas, indicando que esta cepa estimulou a atividade bioldgica do solo
relacionada a ciclagem de P. As bactérias deste estudo sdo potencialmente uteis para agregar
valor fertilizante aos fosfatos de baixa solubilidade. Os ensaios de solubilizacdo de P foram
realizados em meio NBRIP contendo fosfato de ferro e aluminio, em meio fitato de s6dio € no
ensaio com solubiliza¢do de rocha a fonte de P foi fosfato de Araxd. A producdo de acidos
organicos (AO) foi mensurada por HPLC (High Performance Liquid Chromatography).
Todas as estirpes apresentaram eficiéncia relativa de solubilizagdo in vitro. Com relagdo a
producao de AOs, houve diferenca estatistica segundo o tipo de 4cido e a fonte de P. Para o
estudo da microbiota nao cultivavel, foram coletadas amostras de solo rizosférico ¢ nao
rizosférico contendo o genotipo de milho DKB 390 no estadio de floragdo, sendo os
tratamentos constituidos das adubacgdes de P utilizadas no plantio: Super Fosfato Triplo
(SFT), Fosfato de Rocha Itafés (FRI), Fosfato Reativo Bayovar (FRB) e  tratamento
testemunha sem adigdo de fosfato. O perfil da comunidade de bactérias foi analisado por meio
da construgdo de bibliotecas de amplicons TRNA 16S e sequenciamento na plataforma
[llumina Miseq .A riqueza estimada ndo variou significativamente para a rizosfera. A
rizosfera e o bulk soil apresentaram diversidade para a comunidade microbiana. Observou-se
abundancia de taxons bacterianos relacionados a solubilizacdo de fosforo no solo fertilizado
por fosfato de rocha.

Palavras-chave: solubilizacdo de fosforo, fosfato de rocha, Zea mays, metagendmica.



CAPITULO1

EFEITO DO TIPO DE ADUBACAO SOBRE O NUMERO DE ISOLADOS
SOLUBILIZADORES DE FOSFATO E POTENCIAL DE SOLUBILIZACAO DE

ISOLADOS PROVENIENTES DE DIFERENTES ADUBACOES FOSFATADAS



RESUMO

A fertilidade do solo de regides tropicais ¢ substancialmente limitada pela baixa
disponibilidade natural de fosforo (P) e como alternativa para aperfeigoar a eficiéncia na
labilidade desse nutriente, micro-organismos solubilizadores (MSP) e mineralizadores (MMP)
de fosforo podem ser utilizados. O presente trabalho objetivou selecionar e caracterizar
macromorfologicamente MSP e MMP isolados da rizosfera de milho cultivado em diferentes
manejos de adubagdo. O material vegetal de milho foi coletado em experimento de campo
durante o estddio de floracdo desta cultura. Para a selecdo dos micro-organismos foram
utilizados, concomitantemente, meios de cultura contendo fontes organicas e inorganicas de P
para evidenciar crescimento e/ou formagao de halo transparente indicador de solubilizagao
nos meios de cultura. A caracterizagdo macromorfologica dos isolados foi realizada segundo
Hungria e Silva (2011) com modificagdes. Obtiveram-se 200 morfotipos bacterianos e 99
morfotipos fungicos. Esses resultados indicam o potencial solubilizador e mineralizador dos
micro-organismos selecionados. De acordo com a caracterizagdo macromorfologica, houve
variabilidade entre todos os parametros avaliados. Esses resultados indicam uma possivel
diversidade entre os isolados, que foi verificada posteriormente pela realizacdo da

identificacao molecular, via sequenciamento de DNA.

Termos de indexacao: rizosfera, fertilidade do solo, Zea mays L.



ABSTRACT

Soil fertility in tropical regions is substantially limited by the low natural availability of
phosphorus (P) and as an alternative to improve the nutrient lability efficiency, phosphorus
solubilizing (PSM) and mineralizing (PMM) microorganisms can be used. The present work
aimed to select and characterize macromorphologically PSM and PMM isolated from maize
rhizosphere cultivated in different fertilization managements. Corn plant material was
collected in a field experiment during the flowering stage of this crop. For the selection of
microorganisms, culture media containing organic and inorganic P sources were used
concomitantly to show growth and / or formation of transparent halo indicating solubilization
in the culture media. The macromorphological characterization of the isolates was performed
according to Hungary and Silva (2011) with modifications. 200 bacterial morphotypes and 99
fungal morphotypes were obtained. These results indicate the solubilizing and mineralizing
potential of the selected microorganisms. According to the macromorphological
characterization, there was variability among all evaluated parameters. These results indicate
a possible diversity among the isolates, which was later verified by the molecular

identification via DNA sequencing.

Keywords: rhizosphere, soil fertility, Zea mays L.



1. INTRODUCAO

O agronegocio brasileiro ¢ um componente importante da economia do pais devido a
sua participagdo na absor¢ao de mao de obra, contribui¢do para o PIB (Produto Interno Bruto)
e geragdo de superdvit primario. Atualmente o agronegdcio brasileiro apresenta um
crescimento na demanda por grdos em virtude do aumento do crescimento populacional,
aumento de renda e mudanca de hébitos alimentares (MAPA, 2012), bem como pela crescente
demanda pelas industrias de ragdes que utilizam graos como base do seu processo produtivo.

Somado ao advento do milho safrinha temos a incorporagdo de novas tecnologias,
principalmente em regides de Cerrado, o que destaca o agronegdcio brasileiro no cenario da
economia nacional considerando que a agroindustria de ragdes de aves, suinos e bovinos ¢
composta basicamente por farelo de soja e de milho, tornando o milho uma commodity
estratégica para expansdo do agronegdcio brasileiro (Abreu, 2014), com alta
representatividade na balanga comercial nacional, sendo o grdo a principal forma exportada
desta cultura (Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior, 2013). Esse
incremento na producdo do milho ocasiona, consequentemente, uma maior demanda por
insumos e torna o agronegocio brasileiro altamente dependente do mercado externo no que se
refere a utilizacdo de adubacao fosfatada, visto que cerca de 50% do adubo fosfatado utilizado
no Brasil € proveniente de importacao (ANDA, 2013).

A cultura do milho exige alta demanda por nutrientes e, dentre os macronutrientes
essenciais as plantas, o fosforo (P) constitui um dos fatores limitantes da producdo agricola
devido a sua importdncia no metabolismo vegetal, sua atuacdo nas funcdes fisiologicas
basicas das células e em varios processos bioenergéticos, como fotossintese e respiragao
celular (Hinsinger, 2001). Contudo, a fertilidade do solo de regides tropicais, mais
especificamente em regides de Cerrado, fica substancialmente limitada pela baixa labilidade
natural de P, uma vez que a deficiéncia desse elemento no solo acarreta alteragdes no
metabolismo das plantas e pode prejudicar o fluxo de energia e a produgdo de carboidratos,
gerando perdas de produtividade e até mesmo inviabilidade da safra (Abreu, 2014).

Os solos de Cerrado sdo caracteristicamente acidos, possuem baixa fertilidade natural
e, consequentemente, baixa disponibilidade de nutrientes essenciais como o P (Smyth, 2011)
devido ao fendmeno de fixacdo com componentes do solo. Desta forma, mesmo com
aplicacdo de adubagdo fosfatada, a concentragdo do P (2-10 pM) na solucdo do solo

5



permanece sub-o0tima (Vance et al., 2003). Portanto o P deve ser continuamente ressuprido
pela fase solida do solo para promover a nutricdo vegetal. | pois Devido ao processo de
complexacdo do P com ations presentes no solo e por sua difusdo lenta, cria-se uma zona de
deplecao ao redor da rizosfera (Marschner et al., 2011) que, por sua vez, dificulta o acesso das
raizes a esse nutriente.

Micro-organismos solubilizadores (MSP) e mineralizadores (MMP) de P estdo sendo
utilizados como alternativa para aperfeicoar a eficiéncia na utilizacdo desse nutriente,
disponibilizando-o para as plantas através do fluxo de P gerado pela biomassa microbiana por
solubilizagdo do P inorganico pela produc¢do de acidos organicos, mineralizagio do P
organico, atividade enzimdtica de fosfatases, entre outros mecanismos. Neste contexto, a
compreensdo do microbioma associado a cultura do milho torna-se imprescindivel para o
estudo dos efeitos da adubagdo sobre a comunidade de MSP ¢ MMP. Estudos sobre micro-
organismos associados ao milho tem sido realizados (Aira et al. 2010; Arruda et al. 2013; Liu
et al. 2013; Gomes et al. 2015; Johnston-Monje et al. 2016) e relatam como a microbiota do
milho se distribui em fungdo das variagdes ambientais a que as plantas estdo submetidas,
considerando fatores como pH do solo, disponibilidade de 4dgua, textura e disponibilidade de
nutrientes, assim como regides de plantio, gendtipos e estadio de crescimento da planta sdo
considerados pardmetros que afetam o perfil da comunidade microbiana dessa cultura (Peiffer
et al, 2013; Aira et al., 2010; Johnston-Monje et al. 2016).

O microbioma do milho inclui as regides de filosfera e rizosfera (Liu et al. 2012; Li et
al. 2014). A filosfera compreende partes foliares, florais e vegetativas, em que a parte
dominante sdo as folhas, as quais representam um habitat inico para a diversidade microbiana
(Compant et al. 2010). A rizosfera compreende regido de solo ao redor das raizes das plantas
que se estende de 1 a 3 mm e contem os exsudatos, as secre¢des, as mucilagens, o mucigel
lisados e a alta coloniza¢c@o dos micro-organismos (Moreira, 2006).

Diante disto, o objetivo deste trabalho foi selecionar e caracterizar macromorfologicamente
micro-organismos solubilizadores e mineralizadores de P isolados da rizosfera de milho

cultivado em diferentes manejos de adubacao.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta das amostras vegetais

As amostras de solo rizosférico foram coletadas em experimento de campo em que a
cultura do milho se apresentava no estadio de floragdo, cuja plantagdo foi realizada em
latossolo vermelho distrofico, na Embrapa Milho e Sorgo (19°28°S 44°15°W), municipio de
Sete Lagoas-MG, na safra 2015. As adubagdes de P utilizadas no plantio foram: Super
Fosfato Triplo (ST), Fosfato natural de Araxa (FA) e uma mistura (1:1) de Super Fosfato
Triplo com Fosfato natural de Araxa (STFA).O plantio sem adicdo de P foi utilizado como
controle. A adubacdo de plantio foi realizada com aplicagio de 300 kg.ha'!, na dose de P de

100 kg P,Os ha'!, exceto no controle sem adubagio fosfatada (PO).
g

2.2 Isolamento de micro-organismos rizosféricos

As amostras de solo foram coletadas de acordo com Oliveira et al. (2009),
considerando-se como solo rizosférico o solo mais fortemente aderido a raiz apo6s agitagao.
Um total de 5 g de solo rizosférico foi peneirado, acrescentados a 45 mL de solucdo salina
0,85% e homogeneizados por 30 minutos. Apds homogeneizagdo, uma aliquota de 1 mL foi
retirada e procedeu-se as diluicdes seriadas decimais (10 a 10°) e para selecionar os micro-

organismos, as analises foram realizadas em duplicata.

2.3 Selecao de micro-organismos rizosféricos

Ap0s o isolamento, 100 uL de cada dilui¢do seriada foi plaqueada em meio de cultura
NBRIP (National Botanical Research Institute’s Phosphate growth medium) (Nautiyal, 1999)
e Fitato de Soédio (Richardson & Hadobas 1997), contendo, respectivamente, fontes
inorganica e organica de P. As placas inoculadas foram incubadas a 25-28°C por até 10 dias,
sendo o crescimento dos micro-organismos acompanhado diariamente. Os isolados foram
selecionados pelo crescimento e/ou formagdo de halo transparente indicador de solubilizagao

dos compostos (Figura 1) no meio de cultura. Foram realizadas trés repeticdes para cada



dilui¢do. No tratamento controle, as placas foram inoculadas com solu¢do salina (0,85%)

esterilizada.

2.4 Caracterizacao de micro-organismos rizosférico

A caracterizagdo macromorfoldgica dos isolados foi realizada segundo Hungria e Silva
(2011), observando-se os parametros, forma, elevagao, borda, tamanho e superficie.

ApoOs o isolamento, selecdo e caracterizacdo macromorfologica, todos os micro-
organismos foram incorporados a Cole¢ao de Micro-Organismos Multifuncionais da Embrapa
Milho e Sorgo; e posterirormente foram purificados e armazenados sob distintas formas:
preservacao em glicerol a -20 °C e -80 °C, preservacdo em 6leo mineral, preservacdao segundo

método de Castellani (1939) e preservacao de micélios fungicos a 8 °C.

2.5 Eficiéncia de solubilizacdo e mineralizacao de fosforo em meio de cultura sélido

Os isolados bacterianos e flingicos foram inoculados em placas contendo o meio
NBRIP (National Botanical Research Institute's Phosphate growth medium) (Nautiyal, 1999)
e Fitato de Sodio (Richardson & Hadobas 1997) e incubados a 28 °C durante 7 dias para
visualiza¢do do halo indicador de solubilizacao.

Apds o periodo de incubagdo, o halo de solubilizacdo foi medido pelo seguinte
critério: didmetro total (¢ halo + ¢ colonia) dividido pelo didmetro da coldnia, considerando-
se a média de quatro repeti¢des para cada amostra. O resultado obtido foi expresso pelo Indice
de Solubilizagdo/Mineralizagdo por meio da formula proposta por Berraquero et al. (1976):

IS/M = ¢ Halo (mm) + ¢ Coldnia (mm)

2.6 Identificacao micromorfolégica de fungos por meio do método de micro-cultivo

Os isolados fingicos foram identificados pela per morfologia macroscopica das
colonias obtidas com a utilizacdo da técnica classica de Ridell para a identificagdo de fungos
filamentos por microcultivo em lamina (Domsch, et al., 1980). Um kit contendo uma lamina e
laminula sobre um bastdo de vidro em formato de “V”, algodio e placa de Petri foi

previamente esterilizado e, posteriormente, um pequeno bloco de meio de cultura BDA
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(Batata Dextrose, batata, 200 g L!; dextrose,20 g L' e 4gar, 15 g L) foi colocado sobre a
lamina e inoculado nas arestas com o fungo isolado e com o auxilio de uma alga
bacterioldgica. Periodicamente o algodao foi umidificado com agua destilada estéril. Apos 14
dias de incubagdo a temperatura de 25°C, as laminulas foram retiradas e cuidadosamente
dispostas sobre uma nova lamina de vidro e coradas com lactofenol azul de algodao (solucao
composta por acido latico, fenol e corante azul de algoddo) para a observacdo, em
microscopio Optico, das estruturas reprodutivas dos fungos filamentosos.

A visualizagdo e a preservagdo de fungos através deste sistema sdo uteis, pois nao
ocorre plasmolise ao inativar os mesmos. O azul de algodao ¢ incorporado a férmula como
corante diferencial para quitina e celulose, elementos da parede celular dos fungos (Lacaz,
2002). Posteriormente, baseado em chaves de identificacdo, os isolados foram identificados

em nivel de género e as estruturas observadas foram registradas por fotografia digital.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das amostras de solo rizosférico, obtiveram-se 200 (duzentos) morfotipos
bacterianos ¢ 99 (noventa e nove) fingicos, selecionados pelo crescimento e/ou formagao de
halo transparente indicador de solubilizagdo. Esses resultados indicam o potencial
solubilizador e mineralizador dos micro-organismos isolados.

Em geral, a eficiéncia solubilizadora de bactérias em meio solido foi maior que a
mineralizadora, quando comparamos o nimero total de isolados crescidos no meio NBRIP em

relagdo ao meio Fitato de Sodio (Tabela 1).

Tabela 1 — Numero de micro-organismos rizosféricos de milho selecionados nos meios

NBRIP e Fitato de Sédio, de acordo com as fontes de adubacao fosfatica utilizada.

Bactérias Fungos
Adubacao NBRIP! Fitato de NBRIP Fitato de Sodio
Sédio?

PO? 55 56 15 56

ST* 2 - 6 1

FA’ 5 -—-- -—-- -—--
STFAS 40 42 9 7

Total de isolados 102 98 30 64

! National Botanical Research Institute's Phosphate growth medium (Nautiyal, 1999).
? Fitato de Sédio (Richardson & Hadobas 1997).

3 Tratamento controle, sem adicdo de fonte de fosforo.

* Super Fosfato Triplo.

> Fosfato de Araxa.

® Meia dose da mistura entre Super Fosfato Triplo e Fosfato de Araxa..

O maior numero de isolados bacterianos (53,9 %) foi computado no tratamento sem
aducdo fosfatada, o que pode ser explicado por interferentes como um potencial solubilizador
intrinseco do microbioma do solo e/ou concentragao insuficiente de adubagao de P nos demais
tratamentos a ponto de superarem a eficiéncia solubilizadora da microbiota natural quanto a
disponibilidade total de P e/ou redugdo da complexagdo natural de P no solo com cations
como ferro e aluminio, o que pode favorecer a sua disponibilidade para as plantas. O segundo

tratamento com maior numero de isolados bacterianos foi o STFA (39,22%), que trata-se de
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uma apatita de origem ignea, com alto grau de cristalizacdo e baixa solubilidade natural em
acido citrico (Kliemann & Lima 2001).

Os fosfatos naturais sdo insoluveis em agua, mas podem ser aplicados diretamente no
solo, pois 0 P>Os contido nesses compostos reage diretamente com o acido citrico presente no
solo e sua absor¢ao, mesmo que lenta, acelera o ciclo biogeoquimico de P do solo. Além
disso, a absor¢do direta pelas raizes que secretam substancias acidas potencializa a
solubilidade de P na regido rizosférica (Pérez-Montaio et al., 2014).

O meio de cultura NBRIP contém fonte insoltivel de P na forma de fosfato tricélcio
que na presenga de cloreto de célcio e substancias liberadas pelos micro-organismos, como
acidos organicos e enzimas no meio circundante, sofre processo de solubilizagdo que ¢
evidenciado pela formacao de um halo translicido ao redor das colonias que apresentam
capacidade solubilizadora (Nautiyal, 1999; Souchie et al., 2005; Abreu, 2014).

A eficiéncia de solubilizacdo de fosfato em meio de cultura sélido foi determinada

pela formagao de halo transparente indicador de solubilizacdo e mineralizac¢do (Figura 1).

Figura 1 - Halo de solubilizacdo em meio de cultura s6lido formado por micro-organismos
capazes de solubilizarem fosfato tricdlcio e/ou fitato de sodio, fontes exclusivas de fosforo
adicionado ao meio de cultura. Halo transliicido ao redor da colonia indica processo de

solubilizacao e/ou mineralizagao de fosforo.

Os indices de solubilizagdo e mineralizacdo variaram significativamente (p<0,05)

entre os isolados avaliados. Do total de 200 isolados bacterianos e 99 fungicos, 68 e 32
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respectivamente ndo foram capazes de formar halo e a presen¢a do halo de solubiliza¢ao
sugere a eficiéncia dos microrganismos em solubilizar P de fontes insoliveis. De acordo com
os indices de solubilizagdo (Tabela 1) os isolados foram classificados como estirpes de baixa
solubilizacdo/mineralizagdo (IS/M < 2), média (2 < IS/M < 4) e alta solubilizacao (IS/M > 4)
(Berraquero et al., 1976).

Para a realizacdo deste trabalho, foram selecionados todos os morfotipos distintos que
cresceram e que formaram, ou ndo, halo de solubilizagdo nos meios de cultura utilizados. Este
critério de selecdo foi adotado visto que alguns autores como Whitelaw et al. (2000),
relataram que o potencial de solubilizacdo e mineralizacdo de fosfato é proporcional ao
tamanho do halo ¢ a sua relacdo com o tamanho da colonia. Porém, a confiabilidade desta
técnica ¢ questionavel uma vez que isolados que ndo produzem qualquer halo visivel
indicativo de solubilizagdo podem solubilizar e/ou mineralizar formas insoltiveis de fosfatos
inorganicos e/ou organicos em meio liquido (Oliveira et al., 2009; Sousa, 2010; Abreu, 2014).

Por meio da técnica do microcultivo em laminas foram identificados os géneros
distintos de fungos filamentosos, levando em consideragdo as estruturas reprodutivas
(conidios e conidioforos) e suas hifas. Além disso, foi considerado o tamanho da colonia
(didametro), cor, textura (cremosa, mucodide, cotonosa, aveludada, serosa, granulosa,
pulverulenta, membranosa, coridcea e verrucosa), aspectos da borda (regulares, irregulares e
radiadas), o seu aspecto no verso ¢ anverso da placa, se houve producdo de exudatos e
corantes, sempre considerando a temperatura e periodo de incubagdo.

Apos analisadas, as laminas foram registradas e os seus respectivos fungos foram
armazenados e preservados para compor a Cole¢do de Micro-Organismos Multifuncionais da

Embrapa Milho e Sorgo (Figura 2), ficando a disposi¢ao para trabalhos futuros.

Penicillium sp. Cladosporium sp. Mucor sp.
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Aspergillus sp. Helminthosporium sp. Acremonium sp.

Figura 2 - Registro fotografico das estruturas reprodutivas fingicas sobre as laminas pela
técnica do microcultivo. As laminas foram coradas em lactofenol azul de algodao,

visualizadas e registradas em microscopia optica no aumento de 100X.

Entre os isolados identificados pela técnica de microcultivo houve predominancia do
género Penicillium seguido por Aspergillus. Alguns géneros de fungos filamentosos sao
frequentemente encontrados na maioria dos tipos de solos. No grupo dos fungos, os géneros
Penicillium, Aspergillus, Mortierella, Rhizopus, Saccharomyces, Schizosaccharomyces,
Sclerotium, Torula, Trichoderma, Fusarium e Glomus, compreendem aqueles de maior
potencial na solubilizagdo de fosfato (Alori et al., 2017).

Em especial os fungos filamentosos que compdem a microbiota do solo representam
uma das linhagens evolutivas mais amplas e juntamente com uma complexa comunidade de
micro e macro-organismos contribuem efetivamente para varios servigos indispensaveis ao
funcionamento sustentavel de todos os ecossistemas (Muller et al., 2004). Nos solos, os
fungos constituem-se em um grupo de destaque na decomposicdo da matéria organica
complexa, degradando a celulose e lignina, entre outros polimeros, na estabilidade de
agregados e ciclagem de nutrientes (Behera et al., 2014).

Segundo Zhang et al. (2018), fungos solubilizadores de fosfato geralmente melhoram
o P liberado do solo, o que contribui para a exigéncia desse elemento das plantas,
especialmente em regides limitantes do mesmo. Em um estudo correlacionando nutri¢ao
vegetal com disponibilidade de fosforo, Satyaprakash et al (2017) relatam que micro-
organismos solubilizadores de P compreendem um grupo amplo, incluindo tanto bactérias
quanto fungos, visto que a comunidade fingica apresenta uma diversidade e abundancia que

sdo expressivas nos solos.
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A prevaléncia dos géneros Penicillium e Aspergillus em amostras de solo sob efeito de
adubagdo fosfatada ¢ relatada em estudos que correlacionam mecanismos diretamente ligados
a capacidade das plantas em adquirirem P da solucao do solo. No trabalho de Coutinho et al.
(2014) diferencas comportamentais de fungos solubilizadores de P quanto as fontes de
carbono apontam Aspergillus sp. como maior produtor de biomassa seca e P soluvel. Li et al.
(2016) relataram que Aspergillus niger apresentou maior capacidade de solubilizagdo de P
em comparagdo com Penicillium oxalicum. Gaind (2016) aponta que a presenga de
Aspergillus niger e Trichoderma harzianum foi capaz de minimizar o efeito deletério de
estresse salino em mudas de trigo ao promover o crescimento das plantas.

Dentre todos os isolados de bactérias e fungos caracterizados macromorfologicamente,
houve variabilidade entre os parametros avaliados. Estes resultados indicam uma possivel
diversidade entre os isolados, que sera verificada posteriormente pela realizagdo da
caracterizagdo molecular dos mesmos por meio do sequenciamento da regido 16S e ITS
(Internal Transcribed Spacer) do gene do rDNA em trabalhos futuros financiados pela Embrapa

Milho e Sorgo.
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4. CONCLUSAO

A caracterizacdo macromorfologica permitiu identificar o fenotipo de cada cepa na
colecao de micro-organismos, facilitando o processo de purificacdo e reativagdo em novos
cultivos e testes.

O tipo de adubacdo fosfatada em milho influenciou o nimero de isolados obtidos,
dependendo da disponibilidade de P no solo. O maior nimero de isolados foi mensurado em
solo sem adubacao fosfatada, seguido dos tratamentos com adicao de fosfato natural.

Os resultados indicam o potencial solubilizador e mineralizador dos micro-organismos
para uso na cultura do milho a serem selecionados em areas agricolas com menor quantidade
de P soluvel e sustentam a importancia da colecdo de micro-organismos, pois um dos focos da
mesma ¢ prospeccao da biodiversidade, mediante manutencao, conservacao e organiza¢do do

acervo disponivel.
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CAPITULO II

EFEITO DA INOCULACAO DE ISOLADOS DE MICRO-ORGANISMOS
SOLUBILIZADORES DE FOSFATO SOBRE A ATIVIDADE MICROBIANA DO

SOLO EM RELACAO A CICLAGEM DE FOSFORO
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RESUMO

Bactérias ambientais se associam com raizes de plantas e transformam fésforo organico (Po)
em fosforo inorganico (Pi), presente no solo através da secre¢do de enzimas extracelulares
denominadas fosfatases. Em geral, as plantas sdo incapazes de assimilar fontes de Po
diretamente do solo e, para tanto, as fosfatases realizam a mineraliza¢do do Po, que ¢ a forma
predominante deste elemento nos solos. Este trabalho objetivou avaliar a dindmica da
atividade das enzimas fosfatases dcida e alcalina de solo rizosférico de milho cultivado em
diferentes manejos de adubacdo fosfatada para selecdo de bactérias potencialmente eficientes
na biossolubilizacdo de P. O experimento foi conduzido na Embrapa Milho e Sorgo
distribuido em delineamento de blocos casualizados, com trés repeti¢des, esquema de parcela
subdividida, com quatro estirpes e trés tipos de adubacgdo distribuidos em faixas: Super
Fosfato Triplo (SFT), Fosfato de Araxd (FA), uma mistura da metade da dose com SFT e
outra metade com Fosfato de Araxa (STFA) e controle sem fosforo (P0). Os inoculantes
foram constituidos de bactérias rizosféricas e endofiticas de milho (B70L, B119, B2084,
B2082). O solo rizosférico foi coletado no estadio de floracdo do milho, com 5 plantas em
cada parcela. A atividade biologica de P no solo foi mensurada pela determinacdo das
fosfatases acida e alcalina. Os resultados mostraram a ocorréncia de diferenga significativa
(p<0,05) entre os tratamentos com adubacdo e tipos de inoculantes. Independente do tipo de
inoculante, a maior atividade de ambas as fosfatases ocorreu no tratamento sem adubagao.
Nos tratamentos inoculados com a cepa B70L, independente do tipo de adubagdo, ocorreram
os maiores valores das enzimas fosfatases, indicando que esta cepa estimulou a atividade
biologica do solo relacionada a ciclagem de P. As bactérias deste estudo sdo potencialmente
uteis para agregar valor fertilizante aos fosfatos de baixa solubilidade, visando a utilizagdo

destes como fonte de P na agricultura.

Termos de indexacao: fosforo, bactérias rizosféricas, fosfato de rocha, Zea mays L.
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ABSTRACT

Environmental bacteria associate with plant roots and transform organic phosphorus (Po) in
inorganic phosphorus (Pi), present in the soil through the secretion of extracellular enzymes
called phosphatases. In general, plants are unable to assimilate Po sources directly from the
soil, and phosphatases do Po mineralization, which is the predominant form of Po in soil. The
objective of this work was to evaluate the activity dynamics of the acid and alkaline
phosphatase enzymes of rhizospheric soil of corn cultivated in different phosphate
fertilization management for selection of potentially efficient bacteria in P. biosolubilization.
randomized blocks, with three replications, split plot scheme, with four strains and three types
of fertilization distributed in bands: Triple Super Phosphate (TSP), Araxa Phosphate (PA), a
mixture of half the dose with TSP and the other half with Araxd Phosphate (STFA) and
control without phosphorus (P0). The inoculants were rhizospheric and endophytic bacteria
from maize (B70L, B119, B2084, B2082). Rhizospheric soil was collected at the flowering
stage of maize, with 5 plants in each plot. The biological activity of P in the soil was
measured by the determination of acid and alkaline phosphatases. The results showed the
occurrence of significant difference (p<0,05) between the treatments with fertilization and
types of inoculants. Regardless of the type of inoculant, the highest activity of both
phosphatases occurred in the treatment without fertilization. In treatments inoculated with
strain B70L, regardless of the type of fertilization, the highest values of phosphatase enzymes
occurred, indicating that this strain stimulated soil biological activity related to P cycling. The
bacteria in this study are potentially useful for adding fertilizer value to phosphates of low

solubility, aiming at their use as a source of P in agriculture.

Keywords: phosphorus, rhizospheric bacteria, rock phosphate, Zea mays L.
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1. INTRODUCAO

Os solos da regiao do Cerrado apresentam baixa disponibilidade de fosforo (P), sendo
imprescindivel a adicao deste nutriente para o desenvolvimento favoravel das plantas para a
producdo de alimentos, fibras e carne e de culturas como o milho (Sousa et al., 2010). A baixa
disponibilidade de P nesses solos ocorre devido a reagdo acida a moderadamente acida de
oxidos de ferro e aluminio que apresentam-se preferencialmente com cargas positivas,
possibilitando a retengdo em sua superficie de varios tipos de anions, como os ions fosfatos.

Na regido do Cerrado, para garantir a resposta das culturas ao P é necessario adubagao
de corregdo para elevar o nivel de disponibilidade deste elemento a valores aceitaveis antes da
implantacao dos sistemas produtivos. A adubac¢ao de manutengao ¢ importante para manter o
nivel adequado de P ao longo das safras agricolas, visando repor o que foi retirado por ocasido
das colheitas (Sousa & Lobato, 2004). Contudo, a constru¢dao da fertilidade do solo e sua
manuten¢do ao longo de varios plantios/safras ¢ relatado como ineficiente em fungdo da
capacidade dreno do solo ser muito maior que a das plantas cultivadas, principalmente nesses
solos intemperizados (Novais et al., 2007), como os de Cerrado.

Neste contexto, temos a matéria organica do solo como reservatdrio de nutrientes
constituida basicamente por carbono (C), hidrogénio (H), oxigénio (O), nitrogénio (N),
enxofre (S) e fosforo (P). Essa matéria organica ¢ considerada como componente principal de
fertilidade do solo, desempenhando papel fundamental na capacidade de troca catidnica
(CTC) e fornecimento de nutrientes (Bayer e Mielniczuk, 2008). Esse reservatorio pode ser
afetado, dentre outros fatores, pela quantidade e qualidade dos residuos aportados e pela
atividade microbiana e suas enzimas, que controlam a decomposi¢do de residuos e o acimulo
e liberagdo de nutrientes através dos processos de imobilizagdo e mineralizagao, funcionando
como fonte e dreno destes compostos (Singh et al., 1989).

As enzimas presentes no solo podem ser produzidas, em geral, por micro-organismos,
via intra e extracelulares, por catdlise de reacdes que biodisponibilizam nutrientes no solo
beneficiando as plantas e os micro-organismos (Moreira e Siqueira, 2006). As enzimas do
solo sulfatases, ureases, desidrogenases e, especialmente, as fosfatases, estdo associadas aos
ciclos biogeoquimicos do C, N, P e S. As fosfatases 4cida e alcalina disponibilizam P para as

plantas. Sa@o classificadas em acidas ou alcalinas, de acordo com a atividade 6tima de pH
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acido (6,5) e alcalino (11) (Tabatabai, 1969), sendo respectivamente produzidas tanto por
micro-organismos quanto por plantas e outros organismos edaficos (pertencente ou relativo ao
solo) e produzidas basicamente por micro-organismos.

Fosfatases sdo enzimas que catalisam a hidrolise, tanto de ésteres quanto de anidridos
de acido fosforico (Schmidt et al., 1961). De acordo com o Comité de Nomenclatura da
Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular, as fosfatases podem ser
classificadas em hidrolases fosforicas monoéster ou fosfomonoesterases (EC 3.1.3),
hidrolases fosforicas diéster ou fofodiesterases (EC 3.1.4), hidrolases trifosforicas monoéster
(EC 3.1.5), enzimas que atuam sobre anidridos fosforil (EC 3.6.1) e enzimas que atuam em
ligacdes P-N (EC 3.9). As fosfomonoesterases podem ser classificadas em acidas, neutras,
alcalinas, fosfoproteinas, fosfatases e fitases.

O P no solo pode ser encontrado sob duas formas, de acordo com o composto em que
esta ligado: fosforo inorganico (Pi) e fosforo organico (Po). O Pi é composto pelos minerais
primarios, P adsorvido e pequenas quantidades de P da solugdo do solo. Além da
solubilizacdo do Pi, os micro-organismos podem disponibilizar o fosfato para as plantas a
partir da mineralizacio do Po (MMP — micro-organismos mineralizadores de fosforo). O
fosfato inositol (fitato, C¢H18024Ps) ¢ a principal forma de Po encontrada em muitos solos
(Turner, 2007; Gerke, 2015) e a mineralizacdo do P retido nessa molécula ocorre mediante a
liberacao de enzimas fosfatases e fitases (Greiner, 2006), sendo que fosfatases nao especificas
desfosforilam o P de ligagdes fosfoéster ou fosfoanidro da matéria organica (Rodriguez et al.,
2006), disponibilizando o P em formas soluveis (PO4’) para as plantas. Como as plantas sdo
incapazes de assimilar fontes de Po diretamente do solo, para tanto, as fosfatases realizam a
mineralizacdo do Po, que ¢ a forma predominante de Po nos solos.

No sistema solo-planta, os micro-organismos na rizosfera (area de solo influenciada
diretamente pelas raizes das plantas pelo fornecimento de exsudatos que permite manter as
populagdes microbianas) podem aumentar o conteudo de P pela hidrolise do Po através da
acdo de enzimas fosfatases, sendo a producdao de fosfatases acidas atribuida a atividade
metabodlica de raizes e fungos, e de fosfatases alcalinas a fungos e bactérias da rizosfera
(Jorquera et al., 2011). O fato de uma fragcdo consideravel da microbiota do solo ser capaz de
produzir fosfatases extracelulares sugere que esse ¢ um mecanismo importante para a

obtengdo de P para o seu metabolismo.
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Desta forma, este trabalho objetivou avaliar a dinamica da atividade das enzimas
fosfatases acida e alcalina de solo rizosférico de milho cultivado em diferentes manejos de

adubacdo fosfatada para selecdo de bactérias potencialmente eficientes na biossolubilizagao

de P.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Area de coleta e amostragem

As amostras de solo rizosférico foram coletadas em experimento de campo em que a
cultura do milho se apresentava no estadio de floragdo, cuja plantacdo foi realizada em
Latossolo Vermelho Distrofico, na Embrapa Milho e Sorgo (19°28°S 44°15°W), municipio de
Sete Lagoas-MG, na safra 2015.

As adubacdes de P utilizadas no plantio foram: Super Fosfato Triplo (ST), Fosfato
natural de Araxa (FA) e uma mistura (1:1) de Super Fosfato Triplo (STFA) e Fosfato natural
de Araxd (STFA). O plantio sem adicdo de P foi utilizado como controle. A adubagdo de
plantio foi realizada com aplicagdo de 300 kg.ha!, na dose de P de 100 kg P205 ha™!, exceto
no controle sem adubagao fosfatada (PO).

O solo rizosférico foi coletado no estadio de floragdo do milho, com 5 plantas em cada
parcela dos tratamentos de adubacdo para a coleta de amostras de solo de acordo com Oliveira
et al. (2009), considerando-se como solo rizosférico o fortemente aderido a raizes centrais e
finas. O solo coletado foi homogeneizado, adicionado em sacos plasticos, devidamente
identificados, acondicionados em caixas térmicas contendo gelo e transportados para ao
Laboratorio de Microbiologia e Bioquimica do Solo, onde foram peneirados em peneiras de 2
mm de abertura da malha e armazenados em camara fria a + 4 °C até a execucao das analises.

Os inoculantes foram constituidos de bactérias rizosféricas (B70L — Bacillus sp e
B119 — Bacillus megaterium) e endofiticas (B2084 — Bacillus subtilis, B2082 Bacillus
subtilis) de milho.

2.2 Atividade enzimatica

A atividade biologica de P no solo foi mensurada pela determinagdo da atividade
enzimatica, expressa em ug p-nitrofenol h'.g™! realizada pela determinagio da atividade das
fosfatases acida e alcalina no solo (Tabatabai, 1994; Freitas et al., 1997). De acordo com
Tabatabai (1994) e Freitas et al.(1997), o principio do método para determinar as fosfatases
acida e alcalina, ¢ baseado na determinagdo do p-nitrofenol produzido apds a incubagao da

amostra de solo com o substrato p-nitrophenyl phosphate por 1 hora a 37 °C. Partindo desse
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principio, em tubos de ensaio com 0,5 g de solo foram adicionados: 0,125 mL de Tolueno; 2
mL de solucdo tampao universal modificado (Modified Universal Buffer-MUB) em pH 6,5
para a fosfatase acida e pH 11 para a fosfatase alcalina; 0,5 mL p-nitrophenyl phosphate 15
mM (diluido no MUB com pH correspondente a enzima desejavel), posteriormente agitados
em vortex e incubados a 37 °C por 1 hora.

Apo6s a incubagdo, na finalidade de paralisar a agdo do substrato, as amostras foram
colocadas em caixas térmicas com gelo e iniciou-se a extragdo do p-nitrofenol do solo, com a
adicao de: 0,5 mL de CaCl; (0,5 M); 2 mL de NaOH (0,5 M), seguindo com agitacdo em
vortex e posterior filtragem da suspensdo em papel filtro Whatman n° 2. Imediatamente, o
filtrado, com tipica coloracdo de amarelo translucido, foi mensurado em espectrofotometro
em absorbancia a 400 nm. Esse processo foi realizado em triplicatas de cada amostra de solo,
e para as amostras controles, seguiu-se 0 mesmo processo descrito, porém, nessas amostras
ndo foi adicionado o solo. As leituras foram realizadas em espectrofotometro, onde, a partir
do mensurado na amostra controle, foram obtidas as leituras das demais amostras, ja
descontando os valores das leituras dos dos reagentes.

A concentragdo de p-nitrofenol liberado apos reacdo enzimatica foi estimada a partir
de uma curva padrio com os niveis de 0; 2,5; 5; 7,5 e 10 pg p-nitrofenol.mL™! (com Rz >0,95

na regressdo linear) e os resultados foram expressos em pg p-nitrofenol g™ solo seco h'.

2.3 Analise estatistica

Todos os ensaios foram analisados segundo o delineamento inteiramente casualizado
com trés repeticdes por amostra em esquema de parcela subdividida. Os resultados de cada
ensaio foram submetidos individualmente & andlise de varidncia e, quando ocorreram
diferencas significativas pelo teste F (p<0,05), os dados foram submetidos a andlise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade utilizando o

programa Sisvar 5.3 (Ferreira, 2010).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ocorreu diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos com adubacgdo de P e
tipos de inoculantes para a atividade enzimatica. A maior atividade de ambas as fosfatases
ocorreu no tratamento sem adubacdo de P, independente do tipo de inoculante (Figura 1).
Observou-se que os tratamentos sem adubacdo diferiram estatisticamente entre si (p<0,05)

apresentando, em média, maior atividade para a fosfatase acida.

10000 -
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S so00 MMS a b .
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S 5000
= 1000
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Figura 1 — Atividade enzimatica das fosfatases 4cida e alcalina para diferentes manejos de
adubacdo fosfatada. Médias seguidas pela mesma letra, maitscula e minuscula, em cada tipo
de adubagdo ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. P0O: sem
adubac¢do fosfatada; ST: Super Fosfato Triplo; FA: Fosfato natural de Araxa; STFA: mistura
(1:1) de Super Fosfato Triplo (STFA) e Fosfato natural de Araxa (STFA). Barras verticais

indicam o erro padrao da média de trés repeticoes.

A baixa disponibilidade de P e/ou a auséncia de adubacdo pode explicar os resultados
obtidos para a atividade enzimatica da fosfatase acida. Gomide et al. (2011), relata a indugao
de producdo desta enzima, pelos micro-organismos, na baixa disponibilidade de P no solo,
visto que ndo ha necessidade da célula microbiana gastar energia para assimila-lo, uma vez
que este elemento ja esta disponivel (Wallenstein e Weintraub, 2008). Neste presente

trabalho, para a atividade da fosfatase 4cida, observou-se maiores valores, em média, com a
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inoculacdo da estirpe B70L (Bacillus sp), independente do tipo de adubagao fosfatada (Figura
2). A fosfatase acida possui relevante importancia na mineralizagdo do Po do solo,
especialmente quando se trata de solos do Cerrado, em que a disponibilidade deste nutriente ¢
restrita. Por estar relacionadas com a degradacdo de compostos organicos do solo, essa
enzima sofre influéncia indireta do carbono e nitrogénio do solo ao estimular a atividade

microbiana (Salazar et al., 2011).
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Figura 2 — Atividade enzimatica das fosfatases acida para os diferentes micro-organismos
utilizados de acordo com a fonte de adubagao. Médias seguidas pela mesma letra em cada tipo
de adubagdo ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. PO: sem
adubacdo fosfatada; ST: Super Fosfato Triplo; FA: Fosfato natural de Araxa; STFA: mistura
(1:1) de Super Fosfato Triplo (STFA) e Fosfato natural de Arax4d (STFA); NR: solo ndo
rizosférico. EO: sem inoculante. Barras verticais indicam o erro padrdo da média de trés

repeticoes.

As fosfatases acidas tém sido comumente encontradas no solo (Melo et al., 2010). Elas
desempenham um importante papel na qualidade do solo e na nutrigdo de plantas uma vez que
estdo envolvidas na mineralizacdo do P e sua consequente absor¢do pelas plantas, uma vez
que transformam o Po em Pi que ¢ a forma passivel de ser absorvida pelas plantas. Dessa
forma, desempenham um importante papel na ciclagem de fosfato, pois uma grande

proporcao do fosforo presente no solo estd na forma organica e se tornam labeis apos a

30



mineralizagdo que se d4 por meio de hidrélise enzimatica, principalmente a acida. Segundo
Giles et al. (2018), as fosfatases sdo mais encontradas na rizosfera que na solucdo do solo,
explicitando que desempenham um importante papel na nutri¢ao de P para a planta. Pausch et
al. (2016) relatam que a rizosfera apresenta caracteristicas intrinsecas envolvidas na nutri¢cao
das plantas e, consequentemente, na assimilacdo de P. Ainda segundo Giles et al. (2018),
regides especificas da zona capilar das raizes (aproximadamente 2 cm da ponta da raiz) sio
importantes para promover a distribuicdo de fosfatase derivada de plantas ou via estimulagdo
de micro-organismos, o que destaca a interagao raiz-solo.

Hofmann et al. (2016) encontraram efeitos estatisticamente significativos da
disponibilidade de P na atividade da fosfatase 4cida na rizosfera relacionada a reabsor¢ao de P
e atividade da fosfatase do solo como dependente da disponibilidade de fosfato. O aumento da
atividade de fosfatases em resposta a deficiéncia de Pi e a ocorréncia de atividade elevada na
rizosfera, comparado com o solo livre de raizes, sdo considerados como evidéncias do
envolvimento destas enzimas na nutricdo de plantas (Cabugao et al., 2017). Lisboa et al.
(2012) verificaram em seu estudo incremento na atividade da fosfatase acida sob sistema de
plantio direto, quando comparado ao sistema convencional.

Para a atividade da fosfatase alcalina, observou-se maiores valores, em média, com a

inoculacdo da estirpe B2084 — Bacillus subtilis (Figura 3).
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Figura 3 — Atividade enzimatica das fosfatases alcalina para os diferentes micro-organismos

utilizados de acordo com a fonte de adubagdo. Médias seguidas pela mesma letra em cada tipo
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de adubagdo nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. P0O: sem
adubacgdo fosfatada; ST: Super Fosfato Triplo; FA: Fosfato natural de Araxd; STFA: mistura
(1:1) de Super Fosfato Triplo (STFA) e Fosfato natural de Araxd (STFA); NR: solo nao
rizosférico. EO: sem inoculante. Barras verticais indicam o erro padrdao da média de trés

repeticdes.

As fosfatases alcalinas necessitam da presenga de cations mono e divalentes para a
catalise tais como, magnésio, cobalto e manganés (Aoyama et al., 2003). Os micro-
organismos e as plantas sintetizam as fosfatases acidas, em contrapartida, as alcalinas sao
produzidas apenas pela microbiota (Tabatabai, 1994), que ¢ a fonte mais significativa de
fosfatases no solo, devido a sua grande biomassa e elevada atividade metabolica, permitindo a
sintese e liberacdo de grandes concentragdes de enzimas extracelulares em comparagdo com
os vegetais (Zhang et al., 2018). De acordo com Holz et al. (2019), o conhecimento sobre as
comunidades microbianas relativas a tracos radiculares especificos ainda ¢ limitado e deve ser
amplamente estudado visto que a microbiota do solo ¢ associada a liberagdo ativa de
fosfatases, especialmente as alcalinas, para aumentar a disponibilidade de P (Dalling et al.,
2016). Em um estudo de Holz et al. (2019), ¢ relatado alta atividade enzimatica de fosfatase
alcalina proximo a raiz, o que permite a rapida difusdo de exoenzimas e esse aumento da
atividade da fosfatase na rizosfera, em comparacdo com o bulk soil (solo ndo rizosférico),
solo a granel pode ser explicado pela liberacdo de fosfatase alcalina devido a atividade
microbiana na rizosfera.

Os resultados da inoculagdo de isolados de bactarias solubilizadoras de P sobre a
atividade microbiana do solo obtidos neste trabalho apontam que as estirpes B70L ¢ B2084
(Bacillus subtilis) estimularam a atividade biologica do solo, relacionada a ciclagem de P,
sendo candidatos a formulacdo de bioinoculantes. Entre as fosfatases do solo, as
fosfomonoesterases sdo as mais comumente estudadas (Liang et al., 2017). Essas enzimas sdo,
em geral, produzidas e secretadas por plantas, bactérias e fungos, tendo como excecdo as
fosfatases alcalinas que nao sdo produzidas em plantas superiores (Hou et al., 2015). As
bactérias sdo as principais fontes de fosfomonoesterases alcalinas no solo enquanto
fosfomonoesterases acidas e fitases podem derivar de plantas, fungos e bactérias, sendo que
os maiores produtores sdo fungos do género Aspergillus, Emmericella e Penicillum
(Nannipieri et al.,2011, Behera et al., 2017). Desta forma, a produ¢ao de fosfatases acidas ¢
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atribuida a atividade metabolica de raizes e fungos, e de fosfatases alcalinas a fungos e
bactérias da rizosfera (Jorquera et al., 2011). O fato de uma fragdo consideravel da microbiota
do solo ser capaz de produzir fosfatases extracelulares sugere que esse ¢ um mecanismo
importante para a obten¢do de P para o seu metabolismo.

Como grande parcela do P que ¢ aplicado no solo via adubacdo rapidamente se torna
indisponivel para as plantas, devido ao fendmeno de complexacdo com componentes da
solucao do solo e formagao de fragdes de Pi e Po, as plantas podem utilizar o Po de forma
mais eficiente quando o solo ¢ enriquecido por fosfatases provenientes da microbiota
micorrizica (Katsalirou et al., 2016). Segundo Nahas et al. (1994), fosfatases liberadas pelas
raizes de plantas e micro-organismos catalisam a conversdao da forma organica de fosfato em
P soluvel. Para Yadav e Tarafdar (2003), Aspergillus niger foi capaz de produzir e liberar
elevada quantidade de fosfatase acida. Além disso, Hidayat et al. (2006) relatam que a
secrecdo de enzimas extracelulares por fungos esta diretamente relacionada a extensdo e
crescimento de hifas.

Uma forma alternativa de mecanismo para solubilizagdo de P ¢ a utilizacao de rochas
fosfaticas como insumo estratégico em muitos paises (Mechri et al., 2014). Porém, a
utilizagdo de fosfato de rocha como fonte de fertilizante ndo disponibiliza o P prontamente
para as plantas em solos com condi¢des de pH maiores que 5,5 ¢ 6,0 e, mesmo em condigdes
Otimas, os rendimentos sao inferiores quando comparados com a utilizagdo de fontes solaveis
de P (Mechri et al., 2014). Isso se deve ao fato de grande parte do fosfato de rocha aplicado
no solo ser rapidamente imobilizado e tornar-se indisponivel para as plantas.

A utilizac¢do de inoculantes microbianos como biofertilizante ¢ atualmente considerado
uma alternativa viavel, tanto para melhorar a eficacia dos fertilizantes quanto para reduzir a
dose de fertilizante (Khan et al., 2010). Varios autores tém utilizado esta abordagem
biotecnoldgica para aumentar a eficicia dos fertilizantes de Pi (Vassilev et al., 2014).
Estratégias tém buscado a utilizacdo de micro-organismos potencialmente capazes de
solubilizarem fosfato natural e incrementar a disponibilidade deste nutriente a partir de
distintos tipos desses compostos de baixa solubilidade (Gomes et al., 2014; Mechri et al.,
2014), reduzindo os custos e perdas energéticas para a utilizagdo agronomica dos mesmos
(Mohammadi, 2012).

No presente trabalho, a associacdo entre o Fosfato natural de Araxa com o Super

Fosfato Triplo apresentou os maiores resultados para a atividade enzimatica de fosfatase
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alcalina na presenga de inoculacdo pelo inoculante B2084 (Bacillus subtilis). Estudos tém
demonstrado a potencialidade de rochas fosfaticas serem utilizadas como biofertilizantes em
associacdo com microrganismos solubilizadores de fosforo. Yadav et al. (2011) concluiram
que a utilizagdo de hidroxiapatita em ensaio de solubilizacdo por Brevibacillus sp.
proporcionou os melhores valores de liberacdo de P quando comparado a outras fontes de
fosfato. Kureka et al. (2013) relataram que a associagao entre hidroxiapatita e outras fontes de
P promoveram ganhos de eficiéncia no processo de solubilizagdo por Pseudomonas luteola.
Koppelaar & Weikard (2013) relataram que Pseudomonas luteola em associagdo com
hidroxiapatita promoveu o crescimento de plantas e apresentou potencial para uso como
biofertilizante. Gomes et al. (2014), em estudo com micro-organismos isolados de solo
rizosférico, relataram que a maioria dessas bactérias foram capazes de solubilizar os fosfatos

de Araxa e Itafos.
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4. CONCLUSAO

As estirpes deste estudo sdo potencialmente uteis para agregar valor fertilizante aos
fosfatos de baixa solubilidade.

O efeito positivo do uso de inoculantes na atividade enzimatica mostrou-se dependente
do tipo de adubacao fosfatada.

As estirpes B70L (Bacillus sp) e B2084 (Bacillus subtilis) estimularam a atividade
biologica do solo, relacionada a ciclagem de fosforo, sendo candidatas a formulacao de
bioinoculantes.

A atividade enzimatica para ambas as fosfatases obtidas neste estudo demonstram que
em solos intemperizados, como os de Cerrado, o suprimento de fosforo pode ser fornecido

pela atividade da microbiota do solo e/ou pela rizosfera das plantas.
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CAPITULO III

SELECAO DE BACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE FOSFATO DE ROCHA COM

POTENCIAL PARA A FORMULACAO DE BIOINOCULANTES DE MILHO
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RESUMO

O milho (Zea mays L.) é uma das culturas de maior importancia para o agronegdcio brasileiro
em face do advento do milho safrinha associado a novas técnicas agricolas e a utilizacdo e
incorporagdo de terras ndo cultivadas principalmente em regidoes de Cerrado e da demanda da
agroindustria de ragdes de aves, suinos e bovinos. Com isso, o aumento de producdo nesta
cultura gera maior demanda por insumos e torna o agronegdcio brasileiro altamente
dependente do mercado externo no que se refere, principalmente, a utilizacdo de adubacao
fosfatada, visto que cerca de 50% deste adubo no Brasil é proveniente de importacdo. Micro-
organismos solubilizadores de fosforo (MSP) estdo sendo utilizados como alternativa para
otimizar a eficiéncia na utilizagdo de foésforo (P), principalmente por meio da
biossolubilizacdo de rochas fosfaticas e produgdo de acidos organicos. Neste contexto, o
presente trabalho objetivou selecionar e caracterizar micro-organismos rizosféricos de milho
solubilizadores de fosfato in vitro com potencial para biossolubilizagdo de rochas fosfaticas.
Os experimentos foram conduzidos utilizando-se delineamento inteiramente casualizado, com
3 repeticdes. O material vegetal foi coletado em experimento de campo contendo milho no
estadio de floragao da safra 2016. Os ensaios de solubilizacao de P foram realizados em meio
NBRIP contendo fosfato de ferro e aluminio, em meio fitato de sédio € no ensaio com
solubilizacdo de rocha a fonte de P foi fosfato de Araxa. A producao de acidos organicos foi
mensurada por HPLC (High Performance Liquid Chromatography). Todas as estirpes
apresentaram eficiéncia relativa de solubilizagdo in vitro. Com relacdo a produ¢do de acidos

orgéanicos pelos MSP, houve diferenga estatistica segundo o tipo de acido e a fonte de P.

Palavras-chave: solubilizacdo de fosforo, fosfato de rocha, Zea mays.
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ABSTRACT

The maize (Zea mays L.) is one of the most important crops for Brazilian agribusiness in view
of the advent of safrinha corn associated with new agricultural techniques and the use and
incorporation of uncultivated land mainly in Cerrad regions and agro-industry demand,
poultry, pig and cattle feed. As a result, the increase in production in this crop generates
greater demand for inputs and makes Brazilian agribusiness highly dependent on the foreign
market, mainly regarding the use of phosphate fertilizer, since about 50% of this fertilizer in
Brazil comes from import. Phosphorus solubilizing microorganisms (PSM) are being used as
an alternative to optimize phosphorus (P) utilization efficiency, mainly through phosphate
rock biosolubilization and organic acid production. In this context, the present work aimed to
select and characterize in vitro phosphate solubilizing corn rhizospheric microorganisms with
potential for phosphate rock biosolubilization. The experiments were conducted using a
completely randomized design with 3 replications. Plant material was collected in a field
experiment containing corn at the flowering stage of the 2016 crop. P solubilization assays
were performed in NBRIP medium containing iron and aluminum phosphate, sodium phytate
medium and in rock solubilization assay. P source was Araxd phosphate. The production of
organic acids was measured by HPLC (High Performance Liquid Chromatography). All
strains showed relative efficiency of in vitro solubilization. Regarding the production of
organic acids by PSM, there was a statistical difference according to the type of acid and the
source of P.

Termos de indexacao: phosphorus, rhizospheric bacteria, rock phosphate, Zea mays L.
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1. INTRODUCAO

A cultura do milho tem papel importante dentro do cenario agropecuario do Brasil,
considerando que a agroindustria de racdes de aves, suinos e bovinos ¢ composta basicamente
por farelo de milho, tornando-o uma mercadoria estratégica para expansao do agronegdcio
brasileiro (Abreu, 2014), sendo o grio a principal forma exportada desta cultura (Ministério
do desenvolvimento, industria € comércio exterior, 2019).

Esse incremento na producdo do milho ocasiona, consequentemente, uma maior
demanda por insumos e torna o agronegécio brasileiro altamente dependente do mercado
externo no que se refere a utilizagcdo de adubacgao fosfatada, visto que cerca de 50% do adubo
fosfatado utilizado no Brasil ¢ proveniente de importagdo (ANDA, 2018). Neste contexto,
para a obtenc¢do de niveis elevados de produtividade nesta cultura, necessita-se de um manejo
adequado das praticas culturais e, dentre estas, merece destaque o manejo da nutricdo e
adubagdo, com énfase no fésforo (P) (IPNI, 2018). Nos solos de Cerrado, altas doses de
adubos fosfatados tém sido adicionadas por causa das caracteristicas de elevado
intemperismo, mobilidade do P, e grande adsorcdo por minerais e elementos quimicos
(Novais & Smith, 1999; Novais et al, 2007).

Dentre as culturas de graos, o milho ¢ considerado a segunda cultura com maior
demanda por P, ficando atrds apenas da cultura da soja (IPNI, 2018). O P ¢ um dos
macronutrientes requerido pelos vegetais e o terceiro componente que limita o crescimento
das plantas, estando abaixo apenas do nitrogénio e da dgua, devido a sua importancia no
metabolismo vegetal e atuacdo nas funcdes bdsicas das células como na formagdo de
biomoléculas de acidos nucléicos (DNA e RNA) e de fosfolipideos e em processos
bioldgicos, como fotossintese e respiracdo (Vance et al., 2003). O fosforo €, portanto,
essencial para o crescimento e produtividade das plantas.

A propor¢cdo de P inorganico (composto por minerais primarios, P adsorvido e
pequenas quantidades de P da solugdao do solo) adicionado no solo que ¢ reabsorvida na
primeira colheita de uma cultura de graos € bastante baixa, variando de 5 a 10%, ou seja, 90 a
95% do fertilizante fosfatado que foi adicionado no solo ¢ fixado com minerais, como o ferro
e aluminio, que liberam lentamente o P para as plantas (Novais e Smith, 1999). Como os

solos de Cerrado sdo caracteristicamente acidos, possuem baixa fertilidade natural e,
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consequentemente, baixa disponibilidade de P (Novais et al., 2007; Marra et al., 2012),
mesmo quando ha aplicagdo de adubacgao fosfatada, devido a adsor¢do do fosfato e as reagdes
de precipitagdo com ions de aluminio (Al), ferro (Fe) e célcio (Ca) presentes na solucao do
solo, sao formados compostos de solubilidade wvariavel, constituindo o fendémeno
genericamente denominado fixacdo de P com componentes do solo (Resende, 2004), o que
torna este elemento menos disponivel para as plantas (Smyth, 2011).

Para contornar este problema de fixacdo de P, torna-se necessario a aplicagao de alta
quantidade de fertilizantes (ANDA, 2018). Somado a isso, essa pratica onera os custos de
produgdo, o que se agravou nos ultimos anos com o aumento nos precos dos insumos € maior
pressdo por oferta de alimentos. Além disso, a adubacdo fosfatada é proveniente de fontes
limitadas de rochas apatitas ou fosforitas que envolvem gastos significativos de energia
provenientes de fontes ndo renovaveis para seu processamento, transporte e distribui¢dao. Por
outro lado, o uso intensivo de fertilizantes fosfatados de alta solubilidade oferece risco de
impactos negativos sobre o ambiente, principalmente em ecossistemas aquaticos (Oliveira et
al., 2009).

Uma forma alternativa de incremento de fosforo no solo sem uso de fontes soltveis ¢ a
utilizagdo de rochas fosfaticas (fosfato natural) como adubo, que tem sido um insumo
estratégico para reducdo de custos e danos ambientais em muitos paises (Singh & Reddy,
2011; Mechri et al., 2014). Fosfato de rocha (PR — Phosphate Rock) ¢ um termo geral para
descrever diferentes tipos de apatitas [Caio(POa4)s(F,OH,Cl):] que sdo utilizadas diretamente
como fertilizantes fosfatados de baixa solubilidade ou para a produgdo de fertilizante quimico
a partir do fosfato inorganico (Zapata & Roy, 2007). As apatitas possuem diferentes sitios de
substitui¢io como Ca*" por Na!'* e Mg?*, PO4* por COs*" (exemplo Cal0-x-yNaxMgy (PO4)s-
z(CO3)zF2) que produzem diferentes tipos de fosfato de rocha (Vassileva et al., 2000; Singh
& Reddy, 2011).

A aplicacao de fosfato de rocha como fertilizante em ambientes tropicais ¢ vantajosa,
especialmente com relacdo a taxa de dissolugdo das rochas e a reagdo entre as superficies
minerais e solucdo do solo, que sdo intensificadas com temperatura e umidade presentes
nesses ambientes (Van Straaten, 2006). No entanto, a aplicagdo direta de fosfatos naturais
como fertilizante, principalmente para culturas anuais como o milho, ndo ¢ economicamente
vidvel em solos com alta capacidade de absorcao e baixa capacidade de troca idnica como 0s

de Cerrado (Simpson et al., 1997; Oliveira et al., 2009; Gomes et al., 2014), devido a baixa
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solubilidade destas rochas. Uma alternativa para aumentar a eficiéncia de utilizacdo dos
fosfatos naturais como insumo agricola ¢ a sua combinagdo com a microbiota do solo, com os
micro-organismos solubilizadores de fosforo (MSP), capazes de solubilizar o fosfato
proveniente destas rochas (Whitelaw 2000; Vassilev & Vassileva, 2003; Goldstein et al.,
2003; Stamford et al., 2006; Khan et al., 2010; Singh & Reddy, 2011). Neste caso, a
inoculagdo com MSP, que produzem acidos organicos acelerando a dissolucao dos fosfatos de
rocha, torna-se uma estratégia biotecnologica viavel para aumentar a efetividade dos
fertilizantes e/ou para diminuir a dose de fertilizantes soluveis (Liang et al., 2017).

Virias estratégias tém buscado a utilizacdo de micro-organismos potencialmente
capazes de solubilizarem fosfato de rocha e incrementar a disponibilidade deste nutriente a
partir de distintos tipos desses compostos de baixa solubilidade (Rajapaksha et al., 2011;
Gomes et al., 2014, Mechri et al., 2014), reduzindo os custos e perdas energéticas para a
utilizagdo agrondomica dos mesmos (Mohammadi, 2012). Dentre essas estratégias, a
quantificag@o de acidos organicos metabolizados por MSP merece destaque devido a variabilidade
desses acidos presentes no processo de solubilizagdo de P: acidos gluconico, latico, citrico,
oxalico, succinico, tartarico, entre outros (Goldstein, 2000; Pérez et al., 2007; Mander et al., 2012;
Behera et al., 2014; Kaur & Reddy, 2014). Acredita-se que a capacidade de solubilizacdo de P
correlaciona-se, principalmente, com o potencial de liberagdo de acidos organicos pelos micro-
organismos (Mendes et al., 2013). MSP, em geral, excretam acidos organicos que dissolvem
diretamente o material fosfatico e/ou quelam cétions que acompanham o anion fosfato (Marra et
al., 2012).

Diante disto, o objetivo deste trabalho foi selecionar e caracterizar bactérias

solubilizadoras de fosfato in vitro com potencial para biossolubilizag¢do de rochas fosféticas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Area de coleta e amostragem

As amostras de solo rizosférico foram coletadas em experimento de campo contendo
milho no estadio de floragdo da safra 2016 proveniente de distintos genotipos de milho plantados
em latossolo vermelho distréfico na Embrapa Milho e Sorgo (19°28’S 44°15°W), municipio de
Sete Lagoas-MG.

O solo rizosférico foi coletado no estadio de floragdo do milho, com 5 plantas em cada
parcela dos tratamentos de adubacdo para a coleta de amostras de solo de acordo com Oliveira
et al. (2009), considerando-se como solo rizosférico o fortemente aderido a raizes centrais e
finas. O solo coletado foi homogeneizado, adicionado em sacos plasticos, devidamente
identificados, acondicionados em caixas térmicas contendo gelo e transportados para ao
Laboratdrio de Microbiologia e Bioquimica do Solo, onde foram peneirados em peneiras de 2

mm de abertura da malha e armazenados em camara fria a + 4 °C até a execucao das analises.

2.2 Isolamento de micro-organismos rizosféricos

Um total de 5 g de solo rizosférico foram peneirados, acrescentados a 45 mL de
solucdo salina 0,85% e homogeneizados por 30 minutos. Ap6s homogeneizagdo, uma aliquota
de 1 mL foi retirada e procedeu-se as dilui¢des seriadas decimais (10~ a 10) para selecionar

os micro-organismos e efetuar as contagens em cada tratamento.

2.3 Selecao de micro-organismos rizosféricos

Apo6s o isolamento, 100 puLL de cada diluigdo seriada foi plaqueada em meio de cultura
NBRIP (National Botanical Research Institute's Phosphate growth medium) (Nautiyal, 1999)
modificado com adi¢ao de fosfato de ferro, fosfato de aluminio, € nos meios de cultura com
fosfato de Araxd e Fitato de Sodio (Richardson et al., 2001), contendo, respectivamente,
fontes inorgénicas e organicas de P. As placas inoculadas foram incubadas a 25 + 3°C por até

10 dias, sendo o crescimento dos micro-organismos acompanhado diariamente.
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2.4 Eficiéncia de solubilizacdo de fésforo por microrganismos endofiticos em meio de

cultura solido

Os isolados foram selecionados pelo crescimento e/ou formacao de halo transparente
indicador de solubiliza¢do no meio de cultura e o niimero total de isolados foram mensurados.
Foram realizadas trés repeticdes para cada plaqueamento. No tratamento controle, as placas
foram inoculadas com solugao salina (0,85%) esterilizada.

O halo de solubilizagdo foi medido pelo seguinte critério: diametro total (¢ halo + ¢
coldnia) dividido pelo diametro da coldnia, considerando-se a média de quatro repeti¢des para
cada amostra. O resultado obtido foi expresso pelo Indice de Solubilizagio por meio da
féormula proposta por Berraquero et al. (1976):

IS = ¢ Halo (mm)/¢ Colonia (mm)
Para este estudo, foram utilizados 17 isolados selecionados quanto a eficiéncia de

solubilizacdo de fosforo in vitro em meio solido.

2.5 Eficiéncia de solubilizacio de fosforo por micro-organismos em meio de cultura

liquido

As estirpes isoladas foram crescidas em meio de cultura TSB (Trypticase Soy Broth) e
incubadas a 30 °C por 3 a 5 dias, sob agitagcdo constante. Apds o periodo de incubagdo as
amostras foram avaliadas em espectrofotometro a 540 nm para ajuste da densidade Otica
(Optical Density - DO) de cada isolado e padroniza¢do do inoculo a ser utilizado nos testes de
solubilizacdo in vitro. Ap6s o ajuste da DO, 100 uL de cada cultura foi adicionado em tubos
falcon estéreis contendo 15 mL de meio de cultura NBRIP (Nautiyal, 1999), sendo incubadas
a 30 °C sob agitagdo constante.

Para determinagcdo do fosforo solubilizado foram consideradas trés repetigdes por
1solado, no periodo 3, 6,9 e 12 dias de incubagdo. Apos cada periodo de incubacao as culturas
foram centrifugadas e o sobrenadante filtrado em papel de filtro Whatman n°42 para
determina¢do da concentracdo de P soluvel e pH em 4gua. Para determinagdo do P
solubilizado em meio de cultura foi utilizado o método colorimétrico de Murphy & Riley
(1962), subtraindo-se o P soluvel contido na amostra controle (meio de cultura sem

inoculacdo). Todo o material utilizado nas analises foi descartavel, para evitar contaminagdes
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com fosforo livre nas vidrarias e tubos, com excec¢ao dos funis de vidro que foram tratados

com 4cido cloridrico (10% v/v).

Figura 1 — Material descartavel utilizado para analise de fosforo.

2.6 Quantificacao de acidos organicos

A quantificagdo dos acidos organicos acético, butirico, gluconico, latico e propionico
foi realizada no Laboratorio de Microbiologia Aplicada da Universidade Federal de Minas
Gerais, por HPLC (High Performance Liquid Chromatography). As estirpes foram inoculadas
em meio liquido NBRIP (National Botanical Research Institute's Phosphate growth medium)
(Nautiyal, 1999) modificado com adigdo de fosfato de ferro, fosfato de aluminio, e nos meios
de cultura com fosfato de Araxa e Fitato de Sodio (Richardson et al., 2001) e os
sobrenadantes da andlise de solubilizacdo de fosforo em meio liquido foram utilizados para a
quantificagdo dos acidos organicos.

A concentra¢do dos acidos organicos foi determinada utilizando um cromatografo
modelo LC-20A Prominence, Shimadzu (Japao).Foi utilizada coluna SUPELCOGEL C-610H
30 cm x 7,8 mm (Sigma) com pressao de 90 kgf.

A separagdo ocorreu a 65°C, sendo a fase méovel HoSOs SmM com um fluxo de
0,6mL.min"'. Foi utilizado detector de indice refrativo RID-10A, com a temperatura da célula

do detector a 45°C. A area do pico gerada pelo indice de refracdo foi calculada para
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determinar-se a concentracao de cada acido organico.

2.7 Analise estatistica

Todos os ensaios foram analisados segundo o delineamento inteiramente casualizado com
trés repeticdes por amostra em esquema de parcela subdividida. Os resultados de cada ensaio
foram submetidos individualmente a analise de variancia e, quando ocorreram diferengas
significativas pelo teste F (p<0,05), os dados foram submetidos a andlise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade utilizando o programa
Sisvar 5.3 (Ferreira, 2010). Para as andlises de correlacdo de Pearson foi utilizado o programa

R (R Development Core Team 2011).

50



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para se determinar o periodo de incubagdo necessario para a quantificacao do P a ser
solubilizado pelos micro-organismos, foram realizados ensaios com 3, 6, 9 ¢ 12 dias de
incubagdo. Desta forma, a taxa de solubilizagdo foi expressa como sendo o somatoério do valor
absoluto de P solubilizado pelos micro-organismos durante 9 dias de incubacdo. A
comparagao entre os valores obtidos de P demonstram que aos 9 dias de incubacdo a maioria
dos isolados apresentou, em média, maiores valores absolutos de P solubilizado.

Isso indica que, para este estudo, ¢ recomendado que a incubagdo das amostras ocorra
até o 9° dia, o que viabiliza os ensaios do ponto de vista de tempo e economia, pois no
término do 9° dia de incubagdo a diferenca nos valores de P foi pequena quando comparada
ao 12° dia.

Outro fator que corrobora para esta recomendacdo ¢ que a reducdo do P solubilizado
do 6° para o 9° dia de incubagdo pode ser decorrente do maior consumo de P pelas estirpes
que, possivelmente, atingiram a populacdo maxima suportada no meio de cultura (Sousa,
2010), incorporando a biomassa microbiana boa parte do P que foi solubilizado, associado a
mecanismos de reimobilizagdo do P solubilizado.

De acordo com os resultados da biossolubilizagao, observou-se diferenca significativa
(p<0,05) para os isolados em todas as fontes de P utilizadas neste trabalho (Tabela 1). Os
valores de pH em d4gua de cada amostra foram mensurados antes de se proceder a
quantificagdo de P e observou-se redugdo significativa (p<0,05) entre os isolados testados
(Tabela 1). Foi observada uma correlagdo de Pearson negativa de -0,27 (p>0,05) entre a
eficiéncia solubilizadora de fosfato de Araxé dos isolados em meio liquido e a acidificacao do
meio. Para o fosfato de ferro foi observada uma correlagdo de Pearson de 0,48 (p<0,05), para
o fitato de sodio foi observada uma correlagdo de Pearson negativa de -0,56 (p<0,05), para o
fosfato de aluminio ndo foi correlacao entre a eficiéncia solubilizadora e o pH do meio.

A acidificagao do meio pela producdo de acidos organicos ou pela liberacdo de ions
H" sdo mecanismos relatados como responsaveis pela disponibilizagdo do P a partir de fontes
insoluveis, como os fosfatos de rocha (Mendes et al., 2013; Silva et al., 2014; Mendes et al.,
2013; Vassilev et al., 2013 ; Johnston-Monje et al., 2016). Em geral, é observado que para

alguns isolados a acidificagdo do meio pode ser a
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etapa inicial do processo de solubilizagdo o que, no decorrer do tempo, pode ser maximizado

ou até mesmo permanecer estavel de acordo com as caracteristicas de cada micro-organismo.
Esses resultados demonstram que a maioria dos micro-organismos em estudo possuem

potencial solubilizador e podem ser utilizados para formulacdo de bioinuculantes em

substitui¢do e/ou associacdo a adubagdo quimica.
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Tabela 1 — Biossolubilizacdo de fosforo por bactérias rizosféricas de milho cultivadas em

meio liquido contendo fontes inorganicas (ferro e aluminio) e orgéanicas (fosfato natural de

rocha Araxa e Fitato de Sodio) como fontes exclusivas de fosforo. Valores em mg.L™! de

fosforo solubilizado, da média de trés repeticdes por amostra, apos 9 dias de incubagao.

Isolado Araxa! P-Fe? P-AB Fitato*
P¢ pH’ P¢ pH’ P pH’ PS¢ pH’

C3 0,011 444a 0,07d 4,13 ¢ 0,03h 4,18Db Oh 427 a
2050 19201 4,18b 22,46¢ 3,74 d 5,13¢ 342¢ 10,53 f 4,10 a
2237 98,13b 4,10b 20,36¢ 4,05¢ 371f  3,89d Oh 4,03b
2247 73,79d 3,89c¢ 1430c 3,85d 8,86b 3,89d 19,75d 4,24 a
2257 29,60h  341e 4182a 3,87d Oh 421b Oh 3,76 ¢
2268 4534¢ 38c¢ 37,11Db 4,08 c 6,81d 394c¢c 480g 3,89 ¢
2272 65,74¢ 3,77d 7,32d 3,62 ¢ 1,20g 3,73d 3042b 3,16 ¢
2273 53 f 420D 28b 3,16 ¢ 536e  404c 1342¢ 381c
2286 81,68c 3,81d 20,64c 3,81d 6,93d 237h 48,08a 323 ¢
2293 11422a 324e¢ 2851b 3,23 f Oh 3,82d 21,38d 4b
2296 114,61a 3,30¢ 3,96d 3,07¢g 825¢c 4,24b Oh 391c¢
2326 95,60b 3,41e 3396b 421D 9b 4c¢c 23,38 ¢ 3,99 b
2332 28,72h  421b 35,56b 4,55a Oh 454a 491¢g 4,19 a
2337 77,69d 4,54a 3,10d 3,82d 9,92 a 4c¢c 9,38 f 3,65d
2338 4348g 3,43e 52,65a 4,05c¢c 6,85¢c 3,16f 0,76 h 3,83 ¢
2342 75442d 4,10b 4344a 420b 8,44 c 381d 22,88¢ 3,89 ¢
2372 13,305 3,75d 10,75d 3,17¢g 0,23 h 3,23 f Oh 3,99b
2395 1020k 3,82d 32,54b 331 f 0,27h  3,10g 14,66¢ 3,61d

Médias seguidas de mesma letra, em cada coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-

Knott a 5% de probabilidade. 'Fosfato natural de Araxa. *Fosfato de ferro. *Fosfato de

aluminio. *Fitato de Sédio. *Meio de cultura sem inoculagio de micro-organismos. *Valor de

solubilizacdo de fosforo (mg.L!') de acordo com as fontes Arax4, ferro, aluminio e fitato de

so6dio aos 9 dias de incubagdo. ’pH em 4gua mensurados aos 9 dias de incubacio.
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Os tratamentos com adicdo de fosfato de Araxa apresentaram, em média, melhor
eficiéncia solubilizadora em comparagdo com as demais fontes de fosfato utilizadas neste
trabalho (Figura 2). Os isolados 2296 e 2293 apresentaram, em média, maior solubiliza¢do no
meio de cultura com o P-Araxd como fonte exclusiva de fosforo e tal fato sugere que a
solubilizagdo de fosfato de rocha por MSP depende da composicdo quimica de cada tipo de
rocha, ou seja, sugere que a composicao mineral interfere diretamente na labilidade da fonte

de fosfato.
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Figura2 — Potencial de solubiliza¢do de fosforo por isolados bacterianos de solo rizosférico
de milho. Barras horizontais indicam o erro padrdo da média de trés repeticdes. P-Araxa:
fosfato de Araxa. P-Fe: fosfato de ferro. P-Al: fosfato de aluminio.

Estudos tém demonstrado a potencialidade de rochas fosfaticas serem utilizadas como
biofertilizantes em associagdo com micro-organismos solubilizadores de P. Yadav et al.
(2013) concluiram que a utilizagdo de hidroxiapatita em ensaio de solubilizagdo por
Brevibacillus sp proporcionou os melhores valores de liberacdo de P quando comparado a
outras fontes de fosfato. Kureka et al. (2013) relataram que a associagdo entre hidroxiapatita e
outras fontes de P promoveram ganhos de eficiéncia no processo de solubilizagao por
Pseudomonas luteola. Koppelaar & Weikard (2013) relataram que Pseudomonas luteola em
associagdo com hidroxiapatita promoveu o crescimento de plantas e apresentou potencial para
uso como biofertilizante. Gomes et al. (2014), em estudo com micro-organismos isolados de

solo rizosférico, relataram que a maioria dessas bactérias foram capazes de solubilizar os
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fosfatos de Araxd e Itafés. Holz et al. (2019) relatam que uma forma alternativa de
incremento de P no solo sem uso de fontes soltiveis € a utilizagdo de rochas fosfaticas (fosfato
natural) como adubo e que tal pratica tem sido um insumo estratégico para reducao de custos
e danos ambientais em muitos paises.

Fosfato de rocha (PR) ¢ um termo geral que descreve diferentes tipos de apatitas
[Cai0(POs4)s(F,OH,Cl)2] que sdo utilizadas diretamente como fertilizantes fosfatados de baixa
solubilidade ou para a producao de fertilizante quimico a partir do fosfato inorgéanico (Zapata
& Roy, 2007). As apatitas possuem diferentes sitios de substitui¢io como Ca®" por Na'* e
Mg?*, POs# por COs* (exemplo CalO-x-yNaxMgy (POi)s-z(CO3)zF2) que produzem
diferentes tipos de fosfato de rocha (Vassileva et al., 2000; Singh & Reddy, 2011).

De acordo com a figura 2 observa-se que a eficiéncia solubilizadora de fosfato de
ferro, fitato e fosfato de aluminio seguiram, em média, esta ordem crescente quanto a taxa de
P solubilizado pelos isolados. Esses resultados corroboram para a justificativa da aplicagdo de
fosfato de rocha como fertilizante em ambientes tropicais, especialmente com relagdo a taxa
de dissolugao das rochas e a reacdo entre as superficies minerais e solu¢do do solo, que sdo
intensificadas com temperatura e umidade presentes nesses ambientes (Manzoor et al., 2017).

Devido a baixa concentracdo do P na solugdo do solo, este deve ser continuamente
ressuprido pela fase solida do solo para promover a nutricdo vegetal. O P liberado via adubagao
fosfatada passa para a solucdo do solo e, em seguida, para a fase sélida em que é convertido
inicialmente em P 1abil (P prontamente disponivel). Com o tempo, esse P passa para formas ndo
labeis (Raij, 2004; Resende, 2004) que ndo sdo passiveis de aproveitamento imediato pelas
plantas.

No entanto, a aplicagdo direta de fosfatos naturais como fertilizante, principalmente
para culturas anuais como o milho, ndo ¢ economicamente vidvel em solos com alta
capacidade de absorcao e baixa capacidade de troca i6nica como os de Cerrado (Simpson et
al., 1997; Oliveira et al., 2009; Gomes et al., 2014), devido a baixa solubilidade destas
rochas. Uma alternativa para aumentar a eficiéncia de utilizagdo dos fosfatos naturais como
insumo agricola ¢ a sua combinag¢do com a microbiota do solo capaz de solubilizar o fosfato
proveniente destas rochas, como os MSP (Singh & Reddy, 2011; Satyaprakash et al., 2017).

A andlise cromatografica para determinagdo de acidos organicos produzidos por MSP
foi realizada considerando-se o tempo de incubagdo de 9 dias, pois nesse periodo observou-se

que a maioria dos isolados apresentaram, em média, maiores valores absolutos de P
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solubilizado. A produgdo dos acidos organicos variou significativamente (p<0,05) entre os
isolados analisados, assim como o tipo de acido produzido por cada isolado (Tabela 2).
Observou-se que todos os isolados produziram os cinco tipos de acidos organicos mensurados
neste estudo. Este resultado pode ser explicado pelo fato da detec¢ao desses acidos organicos
contar com a presenga interferentes tais como composi¢do e concentracdo de substratos
utilizados no meio de cultivo dos micro-organismos (He et al., 2013, Giles et al., 2014).

Varios mecanismos estao diretamente ligados a capacidade das plantas em adquirirem
P da solugdao do solo e dentre esses destaca-se a produgdo de acidos organicos por MSP.
Dentre os acidos organicos presentes no processo de solubilizagdo de P, destacam-se os
acidos gluconico, latico, acético, butirico e propidnico (Goldstein, 2000; Pérez et al., 2007,
Mander et al., 2012; Behera et al., 2014; Kaur & Reddy, 2014; Barboza et al., 2017). Micro-
organismos solubilizadores de fosforo inorgéanico, em geral, excretam acidos organicos que
dissolvem diretamente o material fosfatico e/ou quelam cétions que acompanham o anion
fosfato (Marra et al., 2012).

Miller et al. (2010) reportaram em estudo de solubilizagdo de fosfato inorgéanico por
Pseudomonas que o acido gluconico foi detectado em maior propor¢do que o 4acido 2-
cetogluconico. Chuang et al. (2011) trabalhando com solubilizagdo por Aspergillus niger
também detectou a presenca de acidos organicos. Behera et al. (2014) relataram que a
producao de acidos organicos por bactérias envolvidas na solubilizacio de P tem sido
frequentemente documentada e que os acidos gluconico , acético, butirico e propidnico sao
encontrados na maioria dos MSP.

Entre os padrdes de acidos orgéanicos analisados, o 4acido gluconico foi o mais
frequente para os isolados analisados (Tabela 2), o que ja era esperado uma vez que, dentre os
acidos produzidos pelo metabolismo de MSP, o mais frequentemente detectado ¢ o gluconico
(Yu et al., 2011), seguido do propionico (Kan et al., 2010), latico (Bidondo et al., 2012),
acetico e butirico (Silva et al., 2016) . A predominancia do acido gluconico pode ser explicada
pelo seu mecanismo de metabolismo oxidativo direto em que ocorre oxidacdo da glicose
mediada por acdo enzimdtica e formacgdo dos 4acidos gluconico e 2-cetogluconico como
produtos finais da via metabdlica. Além disso, micro-organismos com elevada capacidade de
solubilizacdo de fosfato tem apresentado a produgdo do acido gluconico nos sistemas de

solubilizacdo de P (Chuang et al., 2011; Mendes et al., 2013; Li et al, 2015).
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Tabela 2 — Produgdo de acidos organicos por micro-organismos rizosféricos de milho

solubilizadores de fosforo.

FOSFATO DE ARAXA (ppm)

Isolado Acético Butirico Gluconico Latico Propionico
2050 102,12k 2,15¢ 339,17a  81,44d 11,78 a
2237 54229a 1,75d 106,78 ¢ 23,56 d 6,15d
2247 231,98c  2,69b 199,12b  79,03d 7,49 c
2257 161,69¢ 2,69b 48,76 d 59,81d 5,18¢
2268 109.97) 24lc 79.97¢c 145,67 ¢ 7,79 c
2272 100,251 2,04d 60,09 d 50,20 d 9,77 b
2273  204,06d 2,01d 46,13d 207,78 ¢ 7,17d
2286 13221h 4,89a 4527d 514,14 a 6,37d
2293 124971 2,63b 49,29d  28,95d 4,30 e
2296 156,58f 232¢ 184,58 b 183,86 ¢ 892 ¢
2326 98,06m 2,19¢ 119,23 ¢ 402b 8,42 ¢
2332 81 o 1,89 d 106,78 ¢ 545,47 a 7,83 ¢
2337 304,22b  2,13¢ 83,42c  131,14d 6,37d
2338 137,09g 142e 49,29d 212,22 ¢ 10,10 b
2342 96,14n  1,98d 184,58 b  245,10c¢ 8,72 ¢
2372 80,900 1,89d 121,70 ¢ 262,57 ¢ 6,77d
2395  69,14p 1,23 106,22¢  82,25d 348¢

FOSFATO DE FERRO (ppm)

Isolado Acético Butirico Gluconico Latico Propionico
2050 12,24 ¢ 1,30 21,02 b 46,91 8,26d
2237  27,71e 1,82h 75,60 a 16,55n 11,78 b
2247 4239e 245f 21,24 Db 51,31 6,15 f
2257  67,59d  3,04d 55,78 a 74,31 1 7,49 e
2268 66,17d 2,20¢g 86,35a 130,84 f 508¢g
2272 147,46¢  3,07d 68,59a  288,19¢ 8,06 d

Meédias seguidas de mesma letra, em cada coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-

Knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 2 — Continuacio.

FOSFATO DE FERRO (ppm)

Isolado Acético Butirico Gluconico Latico Propionico
2273 74,94d  3,72c¢ 70,52 90,41 g 3,83 h
2286 215,38a 3,10d 40,86b 26,31 m 9,48 c
2293 78,88d  2,82¢ 82,72 a 19,64 n 5,89 f
2296 17292b 1,601 32,30 b 36,03 k 6,98 ¢
2326 3453e  4,88a 45,48 b 32,721 6,80 ¢
2332 101,62d 4,57b 53,19a 80,27 h 9,55¢
2337 3286e  3,76¢ 23,83b 126,20 f 12,77 a
2338 28,74e  2,55f 50,02b  293,22d 6,88 ¢
2342 125,05¢  3,11d 3095b 405,46 ¢ 11,43 b
2372 138,33¢  2.85e¢ 62,56a  591,67b 12,75 a
2395 179,27b 2,02 g 80,58a 810,67 a 13,05 a

FOSFATO DE ALUMINIO (ppm)

Isolado Acético Butirico Gluconico Latico Propionico
2050 32940 235D 18,04n 3581 m 6,51d
2237 96,72 j 2,02 ¢ 364lm 40,87 m 8,43 b
2247 71,751 2,08 ¢ 57,91 47,56 1 6,89 ¢
2257 87,90k  2,51Db 130,36 e 124,73 g 6,51d
2268 191,09g 2,63b 83,59h 108,35h 7,59 ¢
2272 53,80m  2,57b 65,191 83,55] 5,11e
2273 98,57] 2,17 ¢ 44951 76,55 k 6,06 d
2286 115451 2,22¢ 206,53d 74,29k 8,26 b
2293 203,73t 1,77 ¢ 34590b 107,33 h 11,78 a
2296 378,67c 1,30d 24893 ¢ 89,931 7,49 c
2326 890,29a 1,82c¢c 411,33 a 316,22 f 5,08 ¢
2332 114,851 244D 110,71 f 578,38 b 8,06 b
2337 121,67h 3,04 a 66,631 892,11a 7,49 c
2338 369,63d  3,02a 64,29 1 112,74 h 5,18 ¢

Médias seguidas de mesma letra, em cada coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-

Knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 2 — Continuacio.

FOSFATO DE ALUMINIO (ppm)

Isolado Acético Butirico Gluconico Latico Propiénico
2342 4997n 191c 48,57k 388,63 ¢ 11,78 a
2372 786,23b  1,57d 51,37k 472,89d 8,42 b
2395 300,83 e  2,09c¢ 102,79 g 546,23 ¢ 11,78 a

FITATO DE SODIO (ppm)

Isolado Acético Butirico Gluconico Latico Propionico
2050 58,01k  233c 77,19 ¢ 73,35 ¢g 4,66 ¢
2237 78,45h  1,81d 26,39 k 88,90 g 6,08 d
2247 3298m 2,54 ¢ 71,32d  153,30¢ 8,29 b
2257 24,66n 295D 37,13 h 55,10 h 7,11 ¢
2268 181,52b  3,30b 43,68g 43,776 h 5,02¢
2272 132,62¢c  2,16¢ 34,101 65,81 g 5,03¢
2273 105,49e¢ 1,97d 88,12 b 55,45h 7,80 b
2286 2452n  244c 27,78 k 81,44 ¢ 530¢
2293 9820g 1,04¢ 99,19 a 79,03 g 6,16 d
2296 69,04 j 2,15¢ 50f 288,19d 4,64 ¢
2326 121,89d 1,75d 78,57¢c 126,20 f 6,55 ¢
2332 131,73¢  2,35¢ 47,29 f  293,22d 11,78 a
2337 72,011 2,02d 31,115 810,67 a 7,49 b
2338 325,79a 2,20c 56,52e 331,70 c 6,15d
2342 45411 3,07b 23,831 591,67b 7,17 ¢
2372 100,63 f 3,72a 50,02f 46,91 h 6,25d
2395 71,501 3,100 b 48,76 f 23,56 h 530e

Médias seguidas de mesma letra, em cada coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-

Knott a 5% de probabilidade.
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Acidos organicos estdo envolvidos com o processo de solubilizagio do P mediada
pelos micro-organismos e tém sido avaliados com a capacidade de solubilizagdo de P dos
fosfatos de rocha (Mendes et al., 2013; Silva et al., 2014). Os grupos hidroxila e carboxila dos
acidos organicos acidificam o meio, formam complexos e podem quelar cations presentes na
estrutura do fosfato de rocha, como o de Araxa, liberando o P em forma soluvel (Sagoe et al.,
1998). Além disso, a producdo de acidos organicos confere vantagens competitivas aos micro-
organismos: em meio com alto teor de aluminio e ferro, os acidos organicos formam
complexos organo-metalicos, que podem diminuir a toxicidade desses elementos (Jarosz-
Wilkolazka & Gadd, 2003; Magnuson & Lasure, 2004). Também a liberagdo de ions H"
durante a assimilagdo de amonio ou através de outras reagdes metabolicas que desencadeiam a
excregao de protons, como a respiracdo, pode resultar na solubilizagdo de P (Illmer &
Schinner, 1995).

Em geral, os micro-organismos capazes de solubilizar o P iberam éacidos organicos no
meio que atuam na hidrélise das moléculas de fosfato e/ou na quelacdo de ions que estdo
ligados ao fosfato, liberando-o na solucdo do meio. MSP compreendem um grupo amplo,
incluindo tanto bactérias quanto fungos (Panhwar et al., 2013; Mendes et al., 2015;
Satyaprakash et al., 2017) e possuem como principal mecanismo associado a solubilizagdo de

P a liberagao de acidos organicos durante o crescimento microbiano (Mendes et al., 2013).
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4. CONCLUSAO

Os isolados deste estudo, em geral, sdo potencialmente uteis para a formulagdao de
bioinoculantes e agregar valor fertilizante aos fosfatos de baixa solubilidade.

Os isolados 2050, 2286, 2293, 2326, 2337, 2332, 2372 apresentaram capacidade
solubilizadora para o fosfato de Araxa, bem como para a produ¢do de acidos organicos, sendo
candidatos a formulacao de bioinoculantes.

A atividade solubilizadora das fontes de fosfato obtidas neste estudo demonstram que
em solos intemperizados, como os de Cerrado, o suprimento de foésforo pode ser suprido via

utilizacdo de MSP.
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CAPITULO IV

ESTUDO DA DIVERSIDADE DE BACTERIAS PRESENTES EM AMOSTRAS DE
SOLO RIZOSFERICO E NAO RIZOSFERICO DA CULTURA DO MILHO SOB
DIFERENTES MANEJOS DE ADUBACAO FOSFATADA
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RESUMO

Micro-organismos solubilizadores de fosforo (MSP) estdo sendo utilizados como alternativa
para otimizar a eficiéncia na utilizagdo de P, principalmente por serem eficientes na
biossolubilizagdo de rochas fosfaticas. Neste contexto, o objetivo deste trabalho ¢ prospectar
grupos funcionais de bactérias eficientes na solubilizacdo de P para uso como inoculantes em
culturas de graos. Para o estudo da microbiota ndo cultivavel, foram coletadas amostras de
solo rizosférico e nao rizosférico em experimento de campo contendo o gendtipo de milho
DKB 390 no estadio de floragdo, na safra 2015/16. O experimento de campo foi conduzido
utilizando-se delineamento em blocos casualizados com 3 repeti¢des, sendo os tratamentos
constituidos das adubagdes de P utilizadas no plantio: Super Fosfato Triplo (SFT), Fosfato de
Rocha Itafés (FRI), Fosfato Reativo Bayovar (FRB) e tratamento testemunha sem adicao de
fosfato. Foram coletadas 5 plantas em cada parcela dos tratamentos de adubagdo para a coleta
de amostras de solo de acordo com Oliveira et al. (2009), considerando-se como solo
rizosférico o fortemente aderido a raizes centrais e finas. O perfil da comunidade de bactérias
das amostras foi analisado por meio da constru¢do de bibliotecas de amplicons rRNA 16S e
sequenciamento na plataforma Illumina Miseq (metataxonomica). A riqueza estimada nao
variou significativamente para a rizosfera e solo ndo rizosférico. A rizosfera e o bulk soil
apresentaram uma diversidade para a comunidade microbiana. Observou-se abundancia de
taxons bacterianos relacionados a solubilizagdo de fosforo no solo fertilizado por fosfato de

rocha.

Termos de indexacio: fosforo, bactérias rizosféricas, metagenomica.
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ABSTRACT

Phosphorus solubilizing microorganisms (PSM) are being used as an alternative to optimize P
utilization efficiency, mainly because they are efficient in phosphate rock biosolubilization. In
this context, the objective of this work is to prospect functional groups of bacteria efficient in
solubilizing P for use as inoculants in grain cultures. For the study of non-cultivable
microbiota, samples of rhizospheric and non-rhizospheric soil were collected in a field
experiment containing the DKB 390 maize genotype at flowering stage in the 2015/16 crop.
The field experiment was conducted using a randomized block design with 3 replications. The
treatments consisted of P fertilizers used in the planting: Triple Super Phosphate (TSP), Itafos
Rock Phosphate (RPI), Bayovar Reactive Phosphate (RPB) and control treatment without
phosphate addition. Five plants were collected in each portion of the fertilization treatments to
collect soil samples according to Oliveira et al. (2009), considering as rhizospheric soil the
strongly adhered to central and thin roots. The bacterial community profile of the samples was
analyzed by constructing 16S rRNA amplicon libraries and sequencing on the Illumina Miseq
platform (metataxonomic). Estimated richness did not vary significantly for rhizosphere and
non-rhizospheric soil. The rhizosphere and bulk soil showed diversity for the microbial
community. Plenty of bacterial taxa related to phosphorus solubilization were observed in

rock phosphate fertilized soil.

Keywords: phosphorus, rhizospheric bacteria, metagenomics.
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1. INTRODUCAO

A incorporacdo de novas tecnologias somada ao advento do milho safrinha,
principalmente em regides de Cerrado, destaca o agronegocio brasileiro no cenario da
economia nacional. Neste contexto, a cultura do milho se destaca considerando que a
agroindustria de rac¢des de aves, suinos e bovinos é composta basicamente por farelo de soja e
de milho, tornando o milho uma commodity estratégica para expansao do agronegocio
brasileiro (Abreu, 2014).

A fertilidade do solo de regides tropicais, como a de Cerrado, fica substancialmente
limitada pela baixa disponibilidade natural de fosforo (P), uma vez que a deficiéncia de P no
solo potencialmente ocasiona alteragdes no metabolismo das plantas, a exemplo, prejudicando
o estoque de energia e a producdo de carboidratos o que substancialmente ocasiona queda da
produtividade e até mesmo a inviabilidade da safra. Como forma de corre¢do dessa deficiéncia
e para viabilizar a explora¢do agricola do Cerrado, agricultores adotam praticas de adubagao
fosfatada em quantidades elevadas para manutengao e/ou melhoria da capacidade produtiva dos
solos devido a perda de parte do P que ¢ fornecido via adubagao pelo fendmeno de fixagao em
reacdes com componentes do solo (Novais et al., 2007).

Micro-organismos solubilizadores de fosforo (MSP) estdo sendo utilizados como
alternativa para otimizar a eficiéncia na utilizacdo de P por desempenharem papel primordial
no ciclo biogeoquimico deste elemento, disponibilizando-o para as plantas, através do fluxo de
P pela biomassa microbiana, da solubiliza¢do do P inorganico, da mineralizacdo do P organico.
Neste contexto, hd um crescente interesse na utilizagdo de micro-organismos em praticas
agricolas, principalmente para a promocao de crescimento vegetal, entre outras aplicagdes, o
potencial de colonizacdo de rizobactérias (Santos & Varavallo, 2011; Leite et al., 2013;
Manzoor et al., 2017).

A caracterizagdo molecular de MSP tem sido amplamente utilizada por possibilitar uma
identificacdo taxondmica e por permitir a analise de mecanismos envolvidos no processo de
labilidade de P. Portanto, uma maior compreensdo de mecanismos moleculares, eficiéncia e da
capacidade da comunidade microbiana em solubilizar diversas fontes de fosfatos podera

favorecer a selecdo e identificacdo de estirpes potencialmente uteis para agregar valor
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fertilizante aos fosfatos de baixa solubilidade, visando a utiliza¢do destes como fonte de P na
agricultura.

Técnicas dependentes de cultivo, isto €, que se baseiam no isolamento e estudo de
micro-organismos (Schneider et al., 1998; Bogino et al., 2013) sdo amplamente utilizados em
estudos sobre diversidade microbiana. Embora essas técnicas sejam bastante difundidas, sua
utiliza¢do para compreensdo de funcdes e diversidade da comunidade microbiana em ambientes
estruturalmente complexos, como a rizosfera, fica substancialmente limitada, pois uma minoria
de mcro-organismos ¢ selecionada quando comparada a microbiota comunitaria da rizosfera
(Jang et al., 2015). Por sua vez, técnicas moleculares independentes de cultivo, que se baseiam
no estudo do DNA para a andlise da estrutura e funcdo microbiana tem se tornado uma
ferramenta para a compreensao da diversidade de micro-organismos. Dentre essas técnicas, as
analises metagendmica, por meio da extragdo do DNA microbiano diretamente das amostras
ambientais, permitem o acesso ao material genético coletivo de toda a microbiota presente no
ambiente estudado, sejam eles cultivaveis ou ndo, fornecendo uma ampla perspectiva da
variedade ecoldgica e taxo-funcional dos micro-organismos no ambiente.

Nas técnicas tradicionais de cultivo somente de 1 a 10% dos micro-organismos
presentes no ambiente podem ser cultivados em laboratdrio (Amann et al., 1995; Jurelevicius et
al., 2013; Sierra-Garcia et al., 2014). Desta forma, a estutura real da comunidade microbiana e
sua potencialidade ¢ determinada de forma a subestimar a realidade da ecologia de micro-
organismos. Os métodos tradicionais de cultivo estdo sendo complementados e/ou substituidos
por técnicas moleculares independentes de cultivo, baseadas no estudo do DNA comunitério
(DNA da comunidade microbiana amostrada) para a andlise de diversidade (metabarcoding),
levando ao desenvolvimento de um grande numero de metodologias baseadas no estudo do
DNA para a andlise da diversidade e fung@o microbiana (Amann et al., 1995; Tringe et al.,
2005; Hemme et al., 2015).

Diante disto, o objetivo deste trabalho ¢ prospectar grupos funcionais de bactérias
eficientes na solubilizacdo de P para uso como inoculante na cultura do milho, bem como
avaliar o perfil da comunidade microbiana ndo cultivavel rizosférica e nao rizosférica (bulk

soil) de milho sob diferentes manejos de adubagao fosfatada.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Area de coleta e amostragem

As amostras de solo rizosférico e ndo rizosférico (bulk soil) foram coletadas em
experimento de campo contendo o gendtipo de milho DKB 390 no estadio de floragdo,
plantado em Latossolo Vermelho distrofico no campo experimental da Embrapa Milho e
Sorgo (19°28’S 44°15°W), municipio de Sete Lagoas-MG, na safra 2015/2016. Na area
experimental é realizado rotagdo de cultura com feijao (Phaseolus vulgaris).

Os tratamentos foram constituidos de adubagdes de fosforo utilizadas no plantio,
distribuidos em faixas (blocos inteiramente casualizados) com 3 repeti¢des: Super Fosfato
Triplo (SFT), Fosfato de Rocha Itafés (FI), Fosfato Reativo Bayovar (FB) e tratamento
testemunha sem adicdo de fosfato, totalizando 12 amostras para o solo rizosférico e 12
amostras para o bulk soil. A adubacao de plantio foi realizada com base na dose de P de 200
kg P,0s ha'!, exceto no controle sem adubacdo fosfatada (PO). Foram coletadas 5 plantas em
cada parcela, segundo delineamento em blocos casualizados, dos tratamentos de adubagao
para a coleta de amostras de solo de acordo com Oliveira et al. (2009), considerando-se como
solo rizosférico o fortemente aderido a raizes centrais e finas.

O solo coletado foi homogeneizado, adicionado em sacos plasticos, devidamente
identificados, acondicionados em caixas térmicas contendo gelo e transportados para ao
Laboratorio de Microbiologia e Bioquimica do Solo, onde foram peneirados em peneiras de 2
mm de abertura da malha e armazenados em ultra freezer (-80 °C) até a execucdo das

analises.

2.2 Analises fisico-quimicas das amostras

Anterior ao plantio das amostras de milho (Hibrido DKB 390) na safra 2015/2016, foi
realizada a andlise fisico-quimico do solo para correcdo dos parametros avaliados (matéria
organica, aluminio, calcio, magnésio, potdssio, saturagdao de bases e porcentagem da saturagao
de bases). Nesta analise prévia do solo, dois extratores, Mehlich 1 e Mehlich 3, foram

utilizados para mensurar o teor de fosforo residual no solo.
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2.3 Extracio de DNA metagenémico das amostras de solo

Para a extracdo do DNA metagenomico das amostras de solo rizosférico e nao
rizosférico as amostras foram submetidas a extracdo com o uso do PowerSoil DNA Isolation
Kit (MoBio Laboratories, Carlsbad, CA), de acordo com isntru¢cdes do fabricante. A
qualidade do DNA foi avaliada em eletroforese de gel de agarose 1% e a quantificagdo
realizada por meio da leitura da absorvancia a 280 e 260 nm em espectrofotometro

(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE).

2.4 Amplificacdo da regido 16S rDNA e construciio da biblioteca

A amplificacdo de fragmentos de 250 bases da regido hipervariavel V4 do gene
ribossomal 16S rRNA foi efetuada utilizando-se os primers universais 515F ¢ 806R ¢ as
seguintes condigdes de PCR: 94°C por 3 min; 18 ciclos de 94°C por 45 seg, 50°C por 30 seg e
68°C por 60 seg; seguido de 72°C por 10 min. A partir destes amplificados foi construida a
biblioteca metagenomica utilizando-se o kit comercial Nextera DNA Library Preparation Kit
da Ilumina®. Os amplificados foram reunidos em pools e posteriormente sequenciados no

sequenciador MiSeq da Illumina® (Degnan and Ochman, 2012).

2.5 Avaliac¢ao da diversidade taxondomica bacteriana

As leituras ou reads obtidos no sequenciador foram analisadas na plataforma QIIME
(Quantitative Insights Into Microbial Ecology) (Caporaso et al., 2010; Caporaso et al., 2011),
seguindo-se um fluxo de trabalho desde a remogdo de sequéncias de baixa qualidade,
filtracdo, remoc¢ao de quimeras e classificacdo taxonomica. As sequéncias foram classificadas
em géneros bacterianos através do reconhecimento de unidades taxonOmicas operacionais
(OTUs), neste caso, a identidade (>97%) entre as sequéncias quando comparadas contra uma
base de dados.

Para comparar as sequéncias foi utilizada a atualizagdo (SILVA 132) do ano 2018 do
banco de dados de sequéncias ribossomais SILVA database (Yilmaz et al., 2013). Para gerar a
classificagdo das comunidades bacterianas por identificagdo de OTUs, foram utilizadas

13.000 leituras por amostra, isso com a finalidade de normalizar os dados e ndo comparar
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amostras com diferente nimero de leituras, evitando dessa forma um viés na taxonomia.

2.6 Analises estatisticas

Os ensaios de andlise fisico-quimica do solo foram analisados segundo o
delineamento inteiramente casualizado com trés repeticdes por amostra. Os resultados de cada
ensaio foram submetidos individualmente a analise de variancia e, quando ocorreram
diferencas significativas pelo teste F (p<0,05), as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade utilizando o programa Sisvar 5.3 (Ferreira, 2010).

Para determinar a diferenca estatistica da prevaléncia de tdxons bacterianos entre os
tratamentos foi aplicado o teste de Anova com teste post-hoc de Tukey Kramer (P < 0,05) e
posterior correcdo de Bonferroni. As andlises foram feitas no programa estatistico de
metagendmica STAMP: Statistical Analysis of Metagenomic Profiles (Parks et al., 2014). As
médias referentes a biodiversidade entre os tratamentos foram comparadas através do indice
Chaol e o nimero de unidades taxonomicas operacionais (OTUs) pelo teste de Kruskal

Wallis (P < 0,05).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Previamente ao plantio das amostras de milho (Hibrido DKB 390) na safra 2015/2016,
foi realizada a analise fisico-quimico (Tabela 1) do solo para correcdo dos parametros
avaliados. Nesta andlise prévia do solo, dois extratores, Mehlich 1 e Mehlich 3, foram
utilizados para mensurar o teor de fosforo residual no solo.

O P mensurado pelo extrator Mehlich 1 apresentou diferenca significativa (p<0,05) de
acordo com as fontes de adubacdo utilizada (Tabela 1). O extrator Mehlich 1 extrai o P ligado
ao calcio (Ca), o chamado P nio labil ( ndo prontamente disponivel) para as plantas. Como os
fosfatos reativos e nao reativos sdo fosfatos de célcio, logo o P aplicado ¢ ndo labil e o
Mehlich 1 ¢ capaz de mensurar esse P nao labil presente no solo. Desta forma, o Mehlich 1 ¢
capaz de detectar o P aplicado apés adubacdes com fosfatos naturais (Korndorfer, Lara-
Cabezas & Horowitz, 1999). Assim, o Mehlic 1 foi capaz de mensurar o P residual oriundo da
rotacdo de culturas presente na area experimental deste estudo.

O P mensurado pelo extrator Mehlich 3 ndo apresentou diferenga significativa
(p>0,05) de acordo com as fontes de adubacdo utilizada (Tabela 1). Os fosfatos naturais sao
insoliveis em 4gua ¢ o P continua a apresentar-se ndo labil para as plantas, além de sua
dissociagdao s6 ocorrer em solos acidos. Entdo, para mensurar esta dissociacao acida, o
extrator Mehlich 3 ¢ amplamente empregado. Apesar de acido, o Mehlich 3 ¢ tamponado e
possui unidades complexantes de cations, o que possibilita retirar do solo apenas o P 1abil,
desprezar o P nao labil, além de permitir a extragdo de cations trocaveis como calcio,
magnésio € potassio.

As parcelas sem adicdo de fontes de fosfato (controle) e as com adicdo de fosfato
reativo Bayovar (FB) apresentaram, em média, os menores (4,65 mg.dm™) e maiores (12,60
mg.dm™) valores de fosforo residual (Tabela 1), respectivamente. Este resultado corrobora
com o padrdo de reatividade dos fosfatos utilizados neste trabalho, uma vez que o FB
apresenta alto grau de substitui¢do isomorfica do ion fosfato por carbonato, o que lhe confere
maior velocidade de reacdo no solo, quando comparado a outros fosfatos naturais (Novais et
al., 2007), como o fosfato de Itaf6s, estudado neste trabalho.

O FB ¢ um fosfato de origem sedimentar e organico, formado pela deposicao e
posterior decomposicdo de restos de animais marinhos, sendo proveniente da regido de
Bayovar (Sechura) no Peru, possui elevada superficie especifica o que confere maior contato

com a solu¢dao do solo e permite uma maior labilidade de P para as plantas, face a sua alta
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reatividade quando comparado com os demais tipos de fosfato naturais (Rajapaksha, 2011),
além de proporcionar maior efeito residual, ¢ menos soluvel podendo ser facilmente
hidrolisado, isto €, apresenta alta reatividade no solo (Kaur et al., 2014). Enquanto que o
fosfato de Itafos, também chamado de fosfato de Arraias, ¢ de origem sedimentar e extraido
de fosforitas da Formagdo Sete Lagoas, por¢do basal do Grupo Bambui, regido de Campos
Belos, GO, e Arraias, TO (Monteiro, 2009), sendo mais reativo e adequado para aplicacao
direta no solo que as fontes de origem ignea, pois se apresenta menos cristalino, mais poroso e
hidrolisavel (Souza et al., 2014).

A reatividade dos fosfatos naturais ¢ bastante distinta entre eles: muitos sdo
praticamente inertes quando usados como fonte de P para as plantas, como a maioria dos
fosfatos de origem geoldgica ignea e metamorfica (Moreira, 2006), porém a maioria dos
fosfatos de origem sedimentar, como o FB, apresentam resultados satisfatorios (Nahas et al.,
1994; Nannipieri et al, 2011). O FB apresenta solubilidade intermediaria entre as fontes de P

soluveis e os fosfatos naturais (Raij, 2004).
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Tabela 1 — Resultado da andlise fisico-quimica do solo antes do plantio.

Fonte pH P-Mehlic1 P-Mehlic 3 MO Al Ca Mg K SB \%

de (Agua (mg.dm?) (mg.dm?) (dag.kg!) (cmolc.dm?) (cmolc.dm?) (cmolc.dm3) (mg.dm?) (cmolc.dm3) (%)
Fosforo )

Controle 5,88 a 4,65 a 13,15 a 393 a 0,08 a 293 a 0,64 a 102,50 a 3,84 a 38,7

5a

FI 5,85a 7,91 ab 12,86 a 3,86a 0,07 a 2,54 a 0,57 a 86,75 a 3,33 a 36,5

Oa

FB 5,98 a 12,60 b 19,35 a 4,07 a 0,02 a 2,71 a 0,69 a 77,50 a 3,59a 40,5

Oa

SFT 5,85a 7,44 ab 19,51 a 4,04 a 0,04 a 2,63 a 0,63 a 77,00 a 349a 36,0

Oa

Médias seguidas de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Fontes de fosforo (P):

Controle: sem adicao de fosfato. FI: Fosfato de rocha (natural) Itafés. FB: Fosfato reativo Bayovar. SFT: Superfosfato triplo.
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Os parametros ecoldgicos associados a dindmica da comunidade de bactérias foram
determinados através dos indices de diversidade obtidos, Shannon e Simpson, bem como o
estimador de riqueza Chaol(Tabela 2). Em relacdo a riqueza de OTUS observadas, os
menores € maiores valores foram, respectivamente, para os tratamentos com adubagdo de SFT
no solo ndo rizosférico e controle no solo rizosférico (Tabela 2).

De acordo com o indice de Chaol, um estimador de riqueza que considera também o
numero de singletons e doubletons nas amostras, a menor ¢ maior riqueza foi observada,
respectivamente, no tratamento com adu¢ao de SFT no solo ndo rizosférico e no tratamento
controle do solo rizosférico (Tabela 2).

Os indices de diversidade Shannon e Simpson diferiram entre os tratamentos tanto no
solo rizosférico quanto no solo ndo rizosférico (bulk soil) (p<0,05). O indice de Shannon
considera as espécies raras e abundantes com igual peso, sendo mais sensivel a mudangas nas
espécies raras da comunidade (Magurran, 2004), ja o indice de Simpson mede a probabilidade
de dois individuos, selecionados ao acaso no grupo amostral, pertencer & mesma espécie e €
mais sensivel as mudancas nas espécies abundantes (Magurran, 2004). Assim, foi possivel
inferir que a diversidade abrangeu as espécies sequenciadas e abundantes de forma distinta,
ou seja, houve uma significancia para a diversidade quando considerado esses dois indices de

diversidade (Tabela 2).
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Tabela 2— Média do nimero de 16S OTUS observados, estimadores de riqueza e indices de diversidade calculados para a comunidade de

bactérias das amostras de solo rizosférico e nao rizosférico (bulk soil) de milho em solo adubado com diferentes fontes de fosforo.

Amostras OTUS Observados Estimador de Riqueza Indice de Diversidade
Solo Nao Rizosférico Chaol Shannon Simpson
Controle 4166 + 327 5247+ 228 a 6,4+0,4 b 0,92+0,03b
FI 4889 + 127 6011 +115a 7,6 £0,35 a 0,98 +0,01 a
FB 4515+91 5426+ 122 a 8,3+0,03 a 0,99 £0,01 a
TSP 3412 + 852 4414 £ 863 a

Solo Rizosférico 54 £0,4 a 0,92 +0,03 a
Controle 5103 £183 6148 £ 189 a 6,1 £0,1 a 0,96 £0,01 a
FI 4811 £ 384 5795 +£396 a 52+0,8 a 0,86 +0,01 a
FB 4735+ 350 5632+299 a 6,4+04 b 0,92+0,03b
TSP 4789 + 345 5780+ 324 a 7,6 £0,35 a 0,98 £0,01 a

Médias seguidas de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. +: indica o erro padrao

por fonte de fosfato. Controle: sem adi¢do de fosfato. FI: Fosfato de rocha (natural) Itafés. FB: Fosfato reativo Bayovar. SFT: superfosfato

triplo.
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A nivel de género, a classificacdo taxondmica para o ambiente rizosfera identificou
241 géneros bacterianos, mas adotando um valor de abundancia superior a 2% foram

encontradas diferencas estatisticas significativas somente para 11 géneros (Figura 1).

100% | g ] 7 -
90% - ® Sphingobium
80% - Rhodoplanes
S 70% - Rhizobium
g 60% 1 Planctomyces
< Pirellula
é >0% 1 m Kaistobacter
5'3 40% ® Geminata
.g 30% - = Flavisolibacter
20% | =DA101
10% | H Bacillus
® Agrobacterium
0% -
Controle FB FI SFT

Figura 1- Abundancia relativa dos géneros de bactéria presentes nas amostras de solo
rizosférico de milho. Resultado de trés repetigdes por amostra. Controle: sem fonte de fosfato;

FB: fosfato reativo Bayovar; FI: fosfato de rocha Itafoés; SFT: Super Fosfato Triplo.

Em geral, observou-se diferenga estatistica para a composicdo da comunidade
microbiana rizosférica de acordo com as fontes de adubagao fosfatada utilizadas neste estudo.
Entre os tipos de fosfato utilizados, observou-se maior abundancia relativa para o fosfato de
Itafos (FI) seguido do fosfato Baydvar (B) e do Super Fosfato Triplo (SFT). Esses resultados
j& eram esperados, visto que o FI ¢ mais reativo e adequado para aplicacdo direta no solo que
as fontes de origem ignea, pois se apresenta menos cristalino, mais poroso ¢ hidrolisavel
(Souza et al., 2014). Wu et al. (2017), em um estudo sobre analise da comunidade microbiana
rizosférica relatam que a diversidade da microbiota em solo rizosférico ¢ ampla e nem sempre
de facil acesso. Bulgarelli et al. (2015), reforcam que as comunidades microbianas que
habitam o interior da raiz de plantas sauddveis, bem como a rizosfera, que consiste em
particulas do solo firmemente presas as raizes, sdo responsaveis por relagdes de simbiose e

prospectam a diversidade e abundancia desse microbioma.
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Pela andlise de varidncia foram identificados 5 géneros com abundancia

significativamente diferente entre os tratamentos (Figura 2).
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Figura 2 — Géneros que apresentaram diferenga significativa para abundancia, entre as fontes
de adubagdo em solo rizosférico de milho, pelo teste de Tukey Kramer (p < 0,05). Resultado
de trés repeti¢cdes por amostra. Controle: sem fonte de fosfato; FB: fosfato reativo Baydvar;

FI: fosfato de rocha Itafés; SFT: Super Fosfato Triplo.

Observou-se, estatisticamente, aumento significativo dos géneros Devosia, Labrys e
Spirochaeta no tratamento SFT quando comparado aos outros tratamentos (Figura 3A). Ja no
tratamento com FI foi observado aumento de Shimazuella, quando comparado aos demais

tratamentos (Figura 3C).
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Figura 3 — Géneros que apresentaram diferenca significativa na sua abundancia, entre as
fontes de adubacdo de solo rizosférico de milho, pela analise de variancia com teste post-hoc
de Tukey Kramer (p < 0,05). Sdo apresentados os valores da média e desvio padrio para cada
género. Controle: sem fonte de fosfato; FB: fosfato reativo Bayovar; FI: fosfato de rocha
Itafés; SFT: Super Fosfato Triplo.
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Adicionalmente, observou-se uma tendéncia de agrupamento das amostras, de acordo
com a fonte de adubacdo fosfatada, na andlise de componentes principais (PCA),
principalmente nos tratamentos SFT e FI, o que sugere uma diferenciacao das comunidades
bacterianas como resultado do manejo da adubacgao fosfatada (Figura 4). Assim, o eixo PC1
(variavel fonte de adubacdo/fosforo) explicaria 66% das mudancas nas comunidades

bacterianas a nivel de género.
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Figura 4 — Andlise de componentes principais (PCA) dos géneros das comunidades
bacterianas presentes na rizosfera de milho sob manejo de adubacdo fosfatada. A figura foi
construida empregando o método de distancia Bray-Curtis e representa a distancia
filogenética entre amostras, ou seja, quanto mais proximas duas amostras significa que sua
composi¢do bacteriana ¢ muito semelhante. Controle: sem fonte de fosfato; FB: fosfato

reativo Bayodvar; FI: fosfato de rocha Itafés; SFT: Super Fosfato Triplo.

Os resultados encontrados de PCA para as amostras de solo rizosférico corroboram
com o padrao de reatividade dos fosfatos utilizados, uma vez que o FB apresenta alto grau de
substitui¢do isomorfica do ion fosfato por carbonato, o que lhe confere maior velocidade de

reacdo no solo, quando comparado a outros fosfatos naturais (Novais et al., 2007), como o
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fosfato de Itafos, estudado neste trabalho. O FI é mais viavel para aplicacdo direta no solo do
que as fontes de origem ignea, pois se apresenta mais hidrolisdvel (Souza et al., 2014). Ja o
SFT ¢ altamente concentrado em fosforo, variando de 45 a 46% deste elemento, ¢ muito
utilizado nas misturas de fertilizantes para manejo de adubagdo de diversas culturas por ser
originado pelo ataque 4cido de acido fosforico na rocha fosfatica e, com isso, apresenta
elevada solubilidade em 4gua (Souza et al., 2014). Desta forma, a tendéncia de agrupamento
na PCA nos tratamentos de SFT e FI sugere que o microbioma formado pela regido
rizosférica, além de abrigar uma diversidade de espécies, pode determinar a abundancia
relativa das mesmas, uma vez que houve separagdo entre as amostras segundo o manejo de
adubac¢do fosfatada em cada parcela amostral e isto indica que a diversidade da comunidade
microbiana sofreu efeito das fontes de adubacgao utilizadas neste estudo.

A Dbeta diversidade (B diversidade) ¢ utilizada para comparar a diversidade das
comunidades bacterianas entre as amostras, considerando todos os niveis taxondmicos. Para
esta comparag¢ao, foi realizada a analise de PCA que abrange dados quantitativos para estimar
a quantidade mais a presengca e auséncia de OTUS (Operaracional Taxonomic Unit),
estimando, assim, a riqueza e a abundancia de espécies. No geral, o tipo de fertilizacdo de P
modificou o perfil da comunidade microbiana e a abundancia das OTUs da comunidade de
bactéria sofreu maior efeito das fontes de P do que a riqueza, evidenciado pela separagao
significativa das comunidades dos diferentes tratamentos de P. Bulgarelli et al. (2015) relatam
que para elucidar se a composicdo da comunidade bacteriana da rizosfera de cevada estava
correlacionada ou era independente do tipo de amostra e do gendtipo, os dados da contagem
de OTU foram utilizados para construir matrizes de similaridade. Fierer et al. (2012), apontam
que o levantamento mais abrangente da diversidade taxonomica, filogenética e funcional do
solo se faz necessdrio e que abordagens metagendmicas podem ser empregadas para a
compreensdo de como a diversidade e fun¢do microbiana variam através dos biomas
terrestres.

Por outro lado, referente aos indicadores de biodiversidade das comunidades
bacterianas, ndo foi observada diferenca significativa de riqueza entre as fontes de adubacao
utilizadas neste estudo. Métricas ndo ponderadas abrangem dados qualitativos para estimar a
presenca ou auséncia de OTUs, estimando, assim, apenas a riqueza de espécies de um dado
ambiente amostral. Por sua vez, as métricas ponderadas abrangem dados quantitativos para

estimar a quantidade somada a presenca e auséncia de OTUS, estimando, assim, a riqueza e a
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abundancia de espécies. Adicionalmente, analises do core da microbiota mostraram 2.815
OTUs unicas no tratamento controle e 3.300 OTUs compartilhadas nas demais fontes de
adubac¢do utilizadas neste trabalho (Figura 5) em que cada OTU pode ser considerada como
um taxon unico. Esses resultados evidenciam a distribui¢do ¢ ocorréncia dos taxons,

relacionando as suas ocorréncias nas distintas fontes de fosfato utilizadas neste trabalho.

SFT

Figura 5 — Diagrama de Venn com ntimero de espécies distribuidas entre as fontes de adubagao
fosfatada de solo rizosférico de milho. Valores fora das intersecdes representam riqueza de
espécies e 0 nimero na interse¢do corresponde as espécies que co-ocorrem em ambas as fontes de
adubagdo. Controle: sem fonte de fosfato; FB: fosfato reativo Bayovar; FI: fosfato de rocha

Itafos; SFT: Super Fosfato Triplo.

A classifica¢do taxondmica para o solo ndo rizosférico (bulk soil) a nivel de género
identificou 241 géneros bacterianos, mas adotando um valor de abundancia superior a 2%
foram encontradas diferengas estatisticas significativas somente para 12 géneros (Figura 6).

Além da diferenga de solubilidade, a composicdo quimica destas rochas pode ter gerado esta
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difereng¢a na diversidade dos grupos taxondmicos e na abundancia. Isso pode explicar a
diferenga de diversidade associada a abundancia, separando as comunidades bacterianas pelo

tipo de fonte de fosfato de rocha utilizada, como discutido anteriormente.
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Figura 6— Abundancia relativa dos géneros de bactéria presentes nas amostras de solo nao
rizosférico de milho. Resultado de trés repetigdes por amostra. Controle: sem fonte de fosfato;

FB: fosfato reativo Bayovar; FI: fosfato de rocha Itafés; SFT: Super Fosfato Triplo.

Por meio da andlise de variancia identificou-se 10 géneros com abundancia
significativamente diferente entre os tratamentos (Figura 7) para o solo ndo rizosférico.
Observou-se, estatisticamente, aumento significativo dos géneros Paenibacillus,
Salinibacterium, Sphingomonas e Sporosarcina no tratamento com fosfato Baydvar quando

comparado aos demais fosfatos utilizados neste trabalho (Figura 8).
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Figura 7 — Géneros que apresentaram diferenga significativa para abundancia, entre as fontes

de adubagdo em solo ndo rizosférico (bulk soil) de milho, pelo teste de Tukey Kramer (p <

0,05). Resultado de trés repeticdes por amostra. Controle: sem fonte de fosfato; FB: fosfato

reativo Bayovar; FI: fosfato de rocha Itafos; SFT: Super Fosfato Triplo.
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Figura 8 — Géneros que apresentaram diferenca significativa na sua abundéncia, entre as

fontes de adubagdo de solo ndo rizosférico (bulk soil) de milho, pela andlise de varidncia com

teste post-hoc de Tukey Kramer (p < 0,05). Sdo apresentados os valores da média e desvio

padrao para cada género. Controle: sem fonte de fosfato; FB: fosfato reativo Bayovar; FI:

fosfato de rocha Itafos; SFT: Super Fosfato Triplo.
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Observou-se uma tendéncia de agrupamento das amostras de bulk soil por
tratamento na andlise de componentes principais (PCA), o que sugere uma
diferenciacdo das comunidades bacterianas como resultado do manejo das fontes de
adubagdo. Assim, o eixo PC1 (varidvel fonte de adubagdo/fosforo) explicaria 71,9%

das varia¢des na comunidade bacteriana a nivel de género (Figura 9).
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Figura 9 — Andlise de componentes principais (PCA) dos géneros das comunidades
bacterianas presentes no solo ndo rizosférico (bulk soil) de milho sob manejo de adubacao
fosfatada. A figura foi construida empregando o método de distancia Bray-Curtis e representa
a distancia filogenética entre amostras, ou seja, quanto mais proximas duas amostras significa
que sua composi¢do bacteriana ¢ muito semelhante. Controle: sem fonte de fosfato; FB:

fosfato reativo Bayovar; FI: fosfato de rocha Itafos; SFT: Super Fosfato Triplo.
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Referente aos indicadores de biodiversidade da comunidade bacteriana, ndo foi
observada diferenga significativa para riqueza entre os tipos de fosfatos utilizados para
adubacao. Adicionalmente, analises do core da microbiota mostraram 1.132 OTUs no
tratamento FI e 2.827 OTUs compartilhadas para os demais fosfatos utilizados neste trabalho

(Figura 10). Cada OTU pode ser considerada como um taxon Unico.

Figura 10 — Diagrama de Venn com niimero de espécies distribuidas entre as fontes de adubagao
fosfatada de solo rizosférico de milho. Valores fora das interse¢des representam riqueza de
espécies € 0 nimero na intersecao corresponde as espécies que co-ocorrem em ambas as fontes de
adubagdo. Controle: sem fonte de fosfato; FB: fosfato reativo Bayovar; FI: fosfato de rocha

Itafos; SFT: Super Fosfato Triplo.

De acordo com os resultados obtidos, pdde-se observar a formagdo de dois grupos
distintos separando a comunidade microbiana dos solos rizosférico (Figura 3) e nao

rizosférico (Figura 8), considerando as métricas avaliadas. Esses resultados sugerem que tanto
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a riqueza quanto a abundancia relativa de OTUS observadas sdo similares em cada um dos
grupos formados, considerando as afiliacdes filogenéticas e abundancia relativa das OTUS,
quanto a presenca de tdxons unicos, embora tenha sido observado uma abundancia superior
no bulk soil. Uma alta diversidade genotipica de populacdes de bactérias ambientais tem sido
encontrada tanto no nivel similaridade de sequéncia entre os genes compartilhados quanto no
nivel do conteudo genético (Fraser et al., 2009; Cordero & Polz, 2014), ndo se restringindo a
regides especificas como a rizosfera, como os dados encontrados neste trabalho. De forma
geral, a regido rizosférica do milho comporta maior abundancia de grupos de bactérias quando
comparada com a regido nao rizosférica (Peiffer et al, 2013).

Como ja discutido no capitulo 3 deste trabalho, a influéncia que as raizes exercem
sobre a comunidade bacteriana esta associada a liberagdo de mucilagem e exsudados, como
acidos organicos (Peiffer et al, 2013; Johnston-Monje et al., 2016) que podem ser utilizados
pelos micro-organismos e dessa forma, interferir na estruturagdo da comunidade microbiana
da regido rizosférica (Zahar et al., 2012). Porém, a diminui¢do da riqueza de bactérias na
regido da rizosfera tem sido descrita (Peifer et al, 2013; Pan et al, 2014), o que sugere uma

possivel selecao de espécies microbianas pelas plantas.
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4. CONCLUSAO

A partir dos resultados da analise de diversidade da comunidade microbiana associada
ao milho cultivado sob distintas fontes de fosfato, observamos abundancia de taxons
bacterianos relacionados a solubilizag¢@o de fosforo no solo fertilizado por fosfato de rocha.

A riqueza estimada variou significativamente para a rizosfera e bulk soil.

A rizosfera e o bulk soil apresentaram uma diversidade para a comunidade microbiana.

O manejo de adubagdo fosfatada selecionou espécies bacterianas de acordo com as
regides rizosféricas e ndo rizosféricas de milho, mas nao limitou e/ou condicionou sua riqueza

e diversidade a essas regides.
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5. PERSPECTIVAS

Temos como perspectiva dar continuidade as linhas de pesquisa aqui iniciadas, assim
como finalizar a validagdo das cepas isoladas por técnicas de identificagdo morfologicas e
moleculares. Para tanto, as perspectivas sao:

Capitulo I: realizar o sequenciamento dos isolados fungicos e bacterianos, realizar um
screening para a biossolubilizacdo de fosforo.

Capitulo II: correlacionar os resultados de atividade enzimatica com os dados de
produtividade de graos.

Capitulo III: realizar o sequenciamento dos isolados bacterianos.

Capitulo IV: finalizar o pipeline para a regido ITS e comparar os resultados com os
encontrados para a regido 16S, correlacionar ambos os resultados com dados de

produtividade e solubilizacao de fésforo.
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