“® g
m UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO 0
A ~ E—
m‘ UNIDADE ACADEMICA DE GARANHUNS <
¥ &~
L2 2 CURSO DE AGRONOMIA :
UFRPE R

JOSE MACIEL MARIANO DA SILVA

BACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE FOSFATO INORGANICO EM SOLO
PRESERVADO E ANTROPIZADO DA RESERVA BIOLOGICA DE PEDRA
TALHADA-AL

GARANHUNS
2019



JOSE MACIEL MARIANO DA SILVA

BACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE FOSFATO INORGANICO EM SOLO
PRESERVADO E ANTROPIZADO DA RESERVA BIOLOGICA DE PEDRA
TALHADA-AL

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado
a Universidade Federal Rural de Pernambuco,
Unidade Académica de Garanhuns, como
parte das exigéncias do Curso de Bacharelado
em Agronomia para obtencdo do titulo de
Engenheiro Agrénomo.

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Julia Kuklinsky
Sobral

GARANHUNS
2019



Dados I nternacionais de Catal ogacéo na Publicacio
Universidade Federal Rural de Pernambuco
Sistema Integrado de Bibliotecas
Gerada automaticamente, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

S586b Silva, José Maciel Mariano da
Bactérias solubilizadoras de fosfato inorganico em solo preservado e antropizado da Reserva Biol 6gica de Pedra

Tahada- AL / José Maciel Mariano da Silva. - 2019.
33f.:il.

Orientadora: Jilia Kuklinsky. Sobral..
Inclui referéncias.

Trabalho de Concluséo de Curso (Graduagdo) - Universidade Federal Rural de Pernambuco, Bacharelado em
Agronomia, Garanhuns, 2019.

1. Microrganismos. 2. Fosforo. 3. Mata Atlantica. 4. Pastagem. 5. Agricultura. |. Sobral., Jilia Kuklinsky., orient. I1.
Titulo

CDD 630




JOSE MACIEL MARIANO DA SILVA

BACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE FOSFATO INORGANICO EM SOLO
PRESERVADO E ANTROPIZADO DA RESERVA BIOLOGICA DE PEDRA
TALHADA - AL

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado
a Universidade Federal Rural de Pernambuco,
Unidade Académica de Garanhuns, como
parte das exigéncias do Curso de Bacharelado
em Agronomia para obtencdo do titulo de
Engenheiro Agronomo.

APROVADO em de de
Marcos Ferreira Teixeira Andreza Raquel Barbosa de Farias
Eng. Agrénomo (UFRPE-UAG), Dr.2 em Agronomia (UFC)

Mestrando em Ciéncias do Solo (ESALQ-USP)

Prof.2 Dr.2 Jalia Kuklinsky Sobral
(Orientadora)

GARANHUNS
2019



Em especial & minha mé&e Ana Lucia (in memorian),
ao meu pai Valdir e a todos os meus familiares que
tem origem essencialmente rural.

Dedico



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, por tudo que representa em minha vida e por dar sentido a cada
momento vivenciado.

Ao meu pai Valdir, por ser minha base, meu exemplo, meu heroi, por me ensinar tanto
sem dizer uma palavra, por me amar tanto sem ser necessario dizer “‘eu te amo”.

As minhas avos Sebastiana e Edite, por sempre estarem cuidando e dando tanto carinho
amim.

Aos meus primos Erique e Fernanda, por terem compartilhado tantos momentos de
“arengas” e brincadeiras.

A minha querida tia Célia, por sempre ter acreditado em mim e me dado todo incentivo
e carinho que foram essenciais para que eu me tornasse tdo forte.

A minha tia Bernadete, por ter aberto as portas de sua casa no momento em que eu
precisei.

A todos 0s meus tios e tias que sdo exemplos de pessoas determinadas, batalhadoras e
que me enchem de orgulho.

A minha namorada Fernanda, por ter sido uma das minhas maiores fontes de forca para
gue eu conseguisse algumas aprovagdes em concursos e por sempre estar do meu lado.

Aos meus professores da graduacdo: Julia, Paulo Dil, Mécio, César, Ueder, Jeandson,
Edilma, Betania, Horasa, Epaminondas, Vidoderis, Vitor, Daniela, Duda, Erica, Antony,
Anderson, Hudson, Safira, Airon, Gilmara, Alexandre, Metri, Rodrigo, Pricilla, Geane,
Werdnica, Ana Pontes, Milfont, Rachel, Wallace, Samara, Toninho, Molica, Luciana, Josabete,
Wellington, Liliane, Arminda, Dartagnan, Robson, Cibele, Fernando e Mairon.

Aos meus professores do Ensino Médio: Joelma, Flavia Rejane, Fabiano Mota, Bruno
Nonato, Patricia, Luziane, Aparecida, Gledson, Tereza, Ronaldo e Marcia Nubia.

Aos meus professores do Fundamental 2: Verallcia, Advanira, José Alves (Ziza),
Amanda, Valdete, Michele, Zaira, Eliocéssia e Roseane.

As minhas professoras do Fundamental 1: Licia e Maria Auxiliadora (Mena).

Enfim, reconhecendo sua importancia na formacao de cada cidad&o, a todos as pessoas
que foram meus professores, especialmente a primeira e mais importante das professoras: Ana
Ldcia, minha querida e eterna mée, que, mesmo com pouco estudo, foi a primeira pessoa a
colocar um lapis em minha médo e me ensinar as primeiras letras.

Ao0s meus amigos do Ensino Médio que sempre tive um carinho enorme Alexsandro,
Ezequiel, Cabral, Valdeir, Francisco e Pedro Paulo.

A minha madrinha Veral(cia, pela atencéo e carinho de sempre e principalmente apoio
me dado no inicio dessa jornada.

A minha orientadora e tutora Prof.2 Jalia K. Sobral, pelo incentivo, apoio, dedicacéo e
principalmente por ter tido o privilégio de fazer parte de sua equipe de laboratério e PET.

A Marcos Teixeira e Andreza Raquel, por terem aceitado o convite com entusiasmo
para fazer parte da banca de avaliacdo deste TCC.

Aos meus amigos de sala Analice, Anderson, Diva, Kerolaine, Jenifer, Jodo Pedro,
Lusivan, Lucas, Tarciso, Lilian, Jeferson, Ronaldo, Mario, Matheus, Mara, Thais e



principalmente os Agroresidentes: Evair, Eduardo, Daniel e Filipe por terem sido verdadeiros
amigos, companheiros ao longo dessa jornada.

A todos os residentes da UAG, pelo convivio diario, momentos de descontragéo,
parceria e ajuda.

Aos amigos de LGBM Caio, Marcos, Anderson, Alyson, Erivaldo, Everlaine, Julio e
Jesimiel, por toda a ajuda, companheirismo e conhecimento transmitido.

Ao Programa PET Biotecnologia pelo apoio financeiro e pela oportunidade de
crescimento académico, profissional e pessoal.

Aos meus amigos de PET Biotecnologia Anderson, Erivaldo, Everlaine, Jodo Pedro,
Caio, Marcos, Renata, Hellen, Sarah, Natalia, Pedro, Tiago, Afonso, Everton, Bruno, Julio,
Ronaldo, Erlaine, Marcio Melquiades, Marcio Neri, Marciano, Alyson, Rita, Luciane e Shilton,
pelo convivio e troca de experiéncias.

Ao Laboratério de Fisica do Solo (UFRPE-UAG), por ter contribuido pelo
desenvolvimento desse trabalho.

Ao Prof. Mécio Farias, por ter contribuido pelo desenvolvimento desse trabalho, mas
principalmente pelo apoio, ajuda e confianga em mim depositada.

Ao Prof. Paulo Dil, que com seu entusiasmo e amor pelo que faz foi essencial por parte
de meio crescimento.

A PROGESTI, pelos auxilios fornecidos que foram essenciais para minha permanéncia
na faculdade, em especial ao servidor Jesiel, que foi responsavel pela expressiva melhoria na
gestdo da Residéncia Estudantil.

Ao querido Seu José, que com sua simplicidade, alegria e dedicacdo que enchia de
felicidade o dia a dia dos residentes.

A todos os servidores e terceirizados da Universidade Federal Rural de Pernambuco —
Unidade Académica de Garanhuns do mais baixo ao mais alto cargo, por fazer funcionar essa
instituicdo e me proporcionar essa oportunidade de ter realizado do curso de Agronomia.

Muito Obrigado!



Talvez seja hora de mudar

Sei que Deus tem algo para mim

Mas sei que tenho que dar meu melhor aqui.
(Rosa de Saron)



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Isolamento de bactérias do solo, pertencentes as areas de agricultura, mata e
pastagem, em meio seletivo contendo fosfato insoltvel. A: Bactéria solubilizadora
de fosfato inorgéanico; B: Bactéria ndo solubilizadora de fosfato inorgéanico........ 22

Figura 2 — Densidade populacional estimada pelas unidades formadoras de colonia por grama
de solo do total e de bactérias solubilizadoras de fosfato inorgéanico insollvel de
area de agricultura, mata e pastagem. Letras iguais ndo diferem entre si, de acordo
com 0 Teste de TUKeY (P<0,05)....ccuiiiriieiiie et 23

Figura 3 — Teste positivo quanto a solubilizacdo de fosfato inorganico com a presenca de halo
(o Lo (V] o] | 4 Tor: Uo S URUPPSN 24

Figura 4 — Solubilizacdo de fosfato pelo isolado bacteriana AL-26 sob pHs 4,5 e 7,2 (letras
maiulsculas) em relacdo ao tempo (letras mindsculas). Letras iguais ndo diferem
entre si, de acordo com o Teste de Tukey (P<0,05).......cccceevveiieieiiinireresieieenas 25



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Caracteristicas fisicas dos solos coletados nas areas de agricultura, mata e pastagem
localizadas na Reserva Biologica de Pedra Talhada............cccccoevveveiiciieccceee, 19

Tabela 2 — Caracteristicas quimicas dos solos coletados nas areas de agricultura, mata e
pastagem localizadas na Reserva Bioldgica de Pedra Talhada. .............cccvevnen. 20

Tabela 3 — Indice de solubilizacdo de fosfato inorganico (IS) de isolados bacterianos em meio
fosfato com pH 4,5. Letras iguais ndo diferem entre si, de acordo com o Teste de
Tukey (p<0,05). NS = N&O SOIUDIIZOU. ......ccoveiiieiriicieee e 24

Tabela 4 — indice de solubilizacio de fosfato inorganico (IS) de isolados bacterianos em meio
fosfato com pH 7,2. Letras iguais ndo diferem entre si, de acordo com o Teste de
Tukey (p<0,05). NS = N&0 Solubilizou. ..........cooiiiiiii 25



RESUMO

De maneira geral, 0s solos das regifes tropicais e hiumidas séo bastante intemperizados e &cidos,
apresentando elevada capacidade méxima de adsorcéo de fosforo, devido a alta afinidade desse
elemento com ferro, aluminio e célcio. Devido a isso, a aplicacdo de adubos fosfatados
apresenta baixa eficiéncia, em torno de 10 a 25%. Os microrganismos presentes no solo tém
um papel de extrema relevancia na disponibilizacdo de fdsforo para as plantas. Esses
microrganismos, principalmente bactérias e fungos, apresentam dois mecanismos de liberagdo
de fosforo para a solucdo do solo: reacdes de solubilizacdo do fosforo inorgéanico e de
mineralizacdo do fosforo organico. Nesse sentido, a inoculagdo e manutencéo de tais seres é de
suma importancia para substituir ou diminuir o uso de fertilizantes fosfatados soluveis,
melhorando o aproveitamento dos fosfatos naturais existentes ou adicionados ao solo e
aplicacdo de fontes solUveis, dessa forma, contribuindo para reduzir a dependéncia de
fertilizantes importados, os custos da producdo agricola e também os impactos ambientais.
Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a comunidade bacteriana solubilizadora de fosfato
inorganico em solos sob cobertura de agricultura, mata nativa e pastagem da Reserva Biol6gica
de Pedra Talhada localizada em Quebrangulo — AL. O isolamento bacteriano foi realizado em
meio de cultura especifico para bactérias solubilizadoras de fosfato inorganico. A estimativa da
populagéo bacteriana total foi quantificada por unidades formadoras de coldnias por grama de
solo (UFC g). Foram selecionados isolados para quantificar sua capacidade de solubilizago.
A cada 3 dias, foram medidos os diametros das colénias e dos halos solubilizacdo com auxilio
de um paquimetro digital para determinar o indice de Solubilizacdo (1S), definido pela razio
entre o diametro médio do halo de solubilizacéo e o didmetro médio da colénia bacteriana. Foi
observado que a densidade populacional bacteriana solubilizadora de fosfato inorganico variou
de 2-10° (mata) a 1-10° (pastagem) UFC g*. N&o houve diferenca significativa entre as areas
em relacdo ao total de bactérias. Entretanto, houve diferenca significativa entre as areas em
relagdo a bactérias capazes de solubilizar fosfato inorganico e ndo solubilizadoras. A éarea de
pastagem apresentou maior populacdo bacteriana solubilizadora de fosfato inorgéanico;
enquanto a area de mata, menor. A maioria dos isolados apresentaram baixa capacidade de
solubilizacdo, apenas o isolado AL-26 destacou-se, apresentando media capacidade de
solubilizar. Podendo, posteriormente, ser mais explorado em experimentos para promocéo de
crescimento vegetal.

Palavras - chave: microrganismos, fosforo, Mata Atlantica, pastagem, agricultura.



ABSTRACT

In general, the soils of the tropical and humid regions are quite intemperate and acidic,
presenting high maximum phosphorus adsorption capacity due to the high affinity of this
element with iron, aluminum and calcium. Due to this, the application of phosphate fertilizers
has low efficiency, around 10 to 25%. The microorganisms present in the soil have a role of
extreme relevance in the availability of phosphorus for the plants. These microorganisms,
mainly bacteria and fungi, present two mechanisms of phosphorus release for soil solution:
solubilization reactions of inorganic phosphorus and mineralization of organic phosphorus. In
this sense, the inoculation and maintenance of such beings is of paramount importance to
replace or decrease the use of soluble phosphate fertilizers, improving the utilization of existing
natural phosphates or added to the soil and application of soluble sources, thus, contributing to
reduce dependence on imported fertilizers, the costs of agricultural production and also
environmental impacts. Therefore, the objective of this work was to evaluate the inorganic
phosphate-solubilizing bacterial community in soils under cover of agriculture, native forest
and pasture of the Biological Reserve at Pedra Talhada located in Quebrangulo — AL. Isolation
Bacterial was performed in a culture medium specific to inorganic phosphate solubilizing
bacteria. The estimate of the total bacterial population was quantified by colony-forming units
per gram of soil (UFC g1). Isolates were selected to quantify their solubilization capacity. Every
3 days, the diameters of the colonies and solubilization halos were measured with the aid of a
digital caliper to determine the Solubilization Index (IS), defined by the ratio between the
average diameter of the solubilization halo and the average diameter of the colony bacterial. It
was observed that the bacterial population density solubilizing of inorganic phosphate ranged
from 2-108 (forest) to 1-10° (pasture) UFC g*. There was no significant difference between the
areas in relation to the total bacteria. However, there was a significant difference between the
areas in relation to bacteria capable of solubilizing inorganic phosphate and non-solubilizers.
The pasture area presented the largest bacterial population solubilizing of inorganic phosphate;
while the forest area, smaller. Most isolates presented low solubilization capacity, only the
isolate AL-26 stood out, presenting a mean ability to solubilize. It may later be further explored
in experiments to promote plant growth.

Keywords: microorganisms, phosphorus, Atlantic Forest, pasture, agriculture.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ um pais que contém varios biomas e possui uma grande variedade de tipos
de solo. De maneira geral, 0s solos das regides tropicais e himidas sdo bastante intemperizados
e acidos, apresentando elevada capacidade maxima de adsorcdo de fésforo devido a alta
afinidade deste elemento com metais como ferro, formando o mineral estrengita (FePOs-2H>20),
e aluminio, formando o mineral variscita (AIPO4-2H20), dessa forma, o fosforo torna-se
indisponivel para as plantas mesmo estando em grande quantidade no solo (RAIJ, 2004;
KORNDORFER; MELO, 2009; PAVINATO et al., 2017).

Em solos alcalinos o fésforo também é precipitado quando se une ao calcio, formando
compostos cada vez mais insolveis na seguinte sequéncia: fosfato dicalcico (CaHPOQ,), fosfato
tricalcico [Cas(POa4)2], fosfato octocalcio [CasH(POs)s), hidroxiapatita [Caio(PO4)s(OH)2] e
fluorapatita [Cai0F2(POa4)e] (RAIJ, 2004).

Os teores de fdsforo na solucdo do solo sdo determinados pela solubilidade dos
compostos. Fosfatos de ferro e aluminio tornam-se mais soltveis com o aumento do pH do solo,
no entanto, quando o determinador de equilibrio é o foésforo de célcio, o aumento do pH
ocasiona a diminuicdo do teor desse elemento na solucéo do solo (RAIJ, 2004). Dessa forma, o
pH do solo esta intimamente relacionado com a disponibilidade de fosforo para as plantas.

O fosforo presente na fase sélida do solo é classificado em duas fracdes: labil e néo-
labil. Cada fracdo pode ser classificada em fésforo orgéanico e fosforo inorganico (MENDES;
REIS JUNIOR, 2003). Em condicdes tropicais Umidas, o fosforo organico assume relevante
importancia na conservacdo do fosforo disponivel para as plantas, por reduzir os efeitos do
processo de adsorcdo de fésforo inorganico, pela fase mineral do solo (CUNHA et al., 2007).

Os microrganismos presentes no solo tém um papel de extrema relevancia na
disponibilizacdo de fésforo para as plantas. Esses microrganismos, principalmente bactérias e
fungos, apresentam dois mecanismos de liberacéo de fésforo para a solucéo do solo: reacdes de
solubilizacdo do fosforo inorgéanico e de mineraliza¢do do fosforo orgénico (OLIVEIRA et al.,
2009; RICHARDSON; GOMES et al., 2014; VASSILEV et al., 2014; PAIVA et al., 2018). Os
microrganismos solubilizadores de fosfatos inorganico sdo capazes de disponibilizar o fésforo

complexado a Ca, Fe e Al, principalmente pela liberacdo de acidos organicos, os principais séo:
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acidos latico, glicdlico, citrico, méalico, oxalico, succinico e tartarico (KUCEY et al., 1989;
MENDES; REIS JUNIOR, 2003). J& os mineralizadores liberam o fosforo organico de residuos
organicos presentes no solo, principalmente naqueles com alto teor de matéria organica, através
da producéo de enzimas do tipo fosfatases, principalmente a fosfatases acidas (INUI, 2009;
RICHARDSON et al., 2009; OGBO, 2010; VASSILEVA et al., 2010; PAIVA et al., 2018).
Devido ao potencial desses microrganismos, diversos estudos vém sendo realizados para avaliar
a capacidade de solubilizacdo de fosfato inorgénico.

Desse modo, o objetivo desse trabalho foi avaliar a comunidade bacteriana
solubilizadora de fosfato inorgéanico nativa de solos sob cobertura de agricultura, mata nativa e

pastagem da Reserva Biologica de Pedra Talhada localizada em Quebrangulo — AL.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 FOSFORO NA AGRICULTURA BRASILEIRA

Em solos do cerrado brasileiro, o fosforo é o elemento mais limitante da producéo
agricola devido a sua baixa quantidade presente nesses solos e a alta capacidade de retencdo do
elemento por esses solos em sua fase sélida (MARTINHAO et al, 2004). Adubos fosfatados
apresentam baixa eficiéncia de aplicacdo. Apenas cerca de 10 a 25% do fosforo aplicado ao
solo fica disponivel para as plantas, o restante fica indisponivel devido a precipitagdo com
aluminio e ferro em solos &cidos (MENDES; REIS JUNIOR, 2003 BALIAH, 2016).

Estudo realizado por pesquisadores da Embrapa Solos e de outras instituigdes brasileiras
revela que quase metade do fosforo aplicado na agricultura em forma de fertilizante inorganico
nos Gltimos 50 anos continua na terra, célculos apontam que um total de 45,7 milhdes de
toneladas de fésforo foi aplicado no Brasil desde 1960, atualmente estima-se que 22,8 milhdes
desse montante continue fixado no solo (EMBRAPA, 2019a).

Os fertilizantes fosfatados s&o os mais utilizados no Brasil. Em 2017, 35% do consumo
aparente de fertilizantes foram de fosfatados, correspondente a mais de 12 milhdes de toneladas
(IPNI, 2019). Aproximadamente 50% dos fertilizantes fosfatados utilizados no Brasil séo
importados (RODRIGUES et al., 2015).

Os adubos fosfatados sdo originarios da extracdo de apatitas, que sdo rochas de origem
ignea (acédo vulcanica), e de fosforitas, que sdo rochas originarias do depdésito de sedimentacdo
no leito dos oceanos (LOPES et al., 2004). As fontes de fosforo sdo finitas e ndo renovaveis e
podem causar um aumento no preco dos fertilizantes principalmente devido a aumentos nos
custos de processamento das rochas (VASSILEV et al, 2009; VASSILEVA et al., 2010).

Dessa forma, comprometendo a sustentabilidade e competitividades do agronegdcio
brasileiro diante do mercado internacional (RIBEIRO et al, 2015). Uma alternativa efetiva e
sustentavel para a solucéo desse problema seria uma combinacdo de praticas de manejo de solo
e plantas e uma exploragéo racional de microrganismos capazes de tornar o fosforo disponivel

para as plantas, diminuindo o uso de fertilizantes fosfatados.
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2.2 SOLUBILIZACAO DE FOSFATO INORGANICO

O fésforo € um constituinte celular primordial e desempenha fun¢ées como constituinte da
membrana celular, composi¢do de nucleotideos (DNA e RNA) e producgdo, transferéncia e
armazenamento de energia (ATP e NADPH), portanto o fosforo é essencial para a fotossintese,
respiracdo, transferéncia de genes e reproducdo (STAUFFER; SULEWSKI, 2004; TAIZ;
ZEIGER, 2013). Tornando-se assim um elemento essencial indispensavel no desenvolvimento
das plantas.

O conhecimento da composicdo e dindmica de grupos funcionais especificos na
microbiota do solo tém relevancia na busca pela conservacdo ambiental aliada a agricultura
sustentavel. Microrganismos solubilizadores de fosfatos e 0 manejo de suas populacGes tém
sido sugeridos como uma forma de substituir ou diminuir o uso de fertilizantes fosfatados
soltveis, melhorando o aproveitamento dos fosfatos naturais existentes ou adicionados ao solo
e aplicacdo de fontes sollveis, dessa forma, contribuindo para reduzir a dependéncia de
fertilizantes importados, os custos da producdo agricola e também os impactos ambientais
(GOLDSTEIN, 1986; KIM et al., 1998; GOMES et al., 2014).

Dos microrganismos solubilizadores de fosfato inorganico, destacam-se as bactérias dos
géneros Bacillus, Pseudomonas e Agrobacterium e os fungos dos géneros Aspergillus e
Penicillium (SIQUEIRA et al., 2004). Com relacdo a esses microrganismos solubilizadores, 0s
dados da literatura ddo mais énfase as bactérias do que aos fungos, pois aquelas sdo
potencialmente mais promissores no processo de solubilizacdo de fosfato (BARROTI,
NAHAS, 2000).

Os microrganismos utilizam diferentes mecanismos para transformar formas pouco
soltveis de fosfato em sollveis, como processos de acidificacdo, quelacéo e reacdes de troca,
mas o principal mecanismo de solubilizacdo é a liberacdo de metabdlitos como acidos organicos
e enzimas extracelulares (HAMEEDA et al., 2008; YOUNG et al., 2013 BALIAH et al., 2016;
ABREU et al., 2017;). Outro mecanismo provavel de solubilizacdo de fosfatos, principalmente
o fosfato de ferro (estrengita), € a producdo de siderdforos, que sdo moléculas organicas de
baixo peso molecular produzidas por algumas espécies de microrganismos, cuja fungéo

principal é complexar metais, em especial ferro em estado insoluvel (BATISTA et al., 2018).
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Muitos microrganismos solubilizadores de fosfato tém sido usados como
biofertilizantes (PAIVA et al., 2018). Paises como Argentina, Canada, Africa do Sul, india,
Australia, Filipinas e Estados Unidos tém investido na linha de bioprodutos visando reduzir o
uso indiscriminado de adubos fosfatados. No Brasil, o uso desse tipo de inoculante ainda é
incipiente, no més de agosto de 2019 foi langado no mercado o primeiro inoculante, composto
por duas espécies do género Bacillus solubilizadoras de fosfato, totalmente desenvolvido a
partir de tecnologia brasileira, esse bioproduto originou-se de uma parceria entre a empresa

publica Embrapa e a empresa privada Bioma (EMBRAPA, 2019b).
2.3 COMUNIDADE MICROBIANA DO SOLO

As comunidades microbianas do solo e a microbiota associadas as plantas tém um papel
importante sobre as funcdes vitais do ecossistema e manutencdo da estrutura e qualidade do
solo, atuando na decomposicdo da matéria organica, solubilizacdo e ciclagem de nutrientes,
fixacdo bioldgica de nitrogénio, degradacdo de xenobidticos, e promogdo de crescimento
vegetal (ALLEN; SCHLESINGER, 2004; COTTA, 2016).

A microbiota do solo associada a plantas em ambientes nativos apresenta composi¢ao
genética e fisioldgica diversa. A diversidade de espécies que compde a serrapilheira pode
influenciar significativamente a decomposicao, a ciclagem de nutrientes e a mineralizacéo do
solo e tem efeitos na promocédo de crescimento vegetal, na composicdo da comunidade e no
funcionamento dos ecossistemas (HATTENSCHWILER et al., 2005; FRAGA et al., 2012). Os
microrganismos tém um grande impacto na produtividade dos vegetais. Em relacdo a interacao
entre microrganismos e plantas, dois mecanismos principais podem ser distinguidos: efeito de
via indireto da acdo de vida livre do microrganismo que altera as taxas de suplemento de
nutriente e efeito direto sobre as plantas via associacdo com raizes que formam mutualismo ou
relacionamento patogénico com plantas, (HEIJDEN et al., 2008; FRAGA et al., 2012).

As plantas vivem em intima relagdo com microrganismos do solo durante todo seu ciclo.
Todas as plantas, com excecdo das familias Liliaceae e Brassicaceae, possuem associa¢des com
fungos, essa associacdo & denominada micorriza (PRIMAVESI, 2002). Outra associagdo

simbidtica bastante conhecida e explora entre plantas e microrganismos é a associacao
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mutualistica de plantas da familia Fabaceae com bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico,
formando nédulos em suas raizes (PRIMAVESI, 2002; OLIVEIRA, 2016).

No entanto, essa relacdo ndo precisa ser tdo intima. Na rizosfera existe um grande
nimero de microrganismos que se aproveitam das excrecdes radiculares das plantas, em
contrapartida as plantas sdo beneficiadas por eles, devido a capacidade que alguns
microrganismos tém de fixar nitrogénio atmosférico, solubilizar fosfato inorgéanico, produzir
fitormdnios, competir com patdgenos do solo entre outros beneficios (ANDREOTE et al, 2014;

GLICK, 2015; OLIVEIRA, 2016).
2.4 RESERVA BIOLOGICA DE PEDRA TALHADA

A Reserva Biologica de Pedra Talhada esta localizada na divisa entre os estados de
Alagoas e Pernambuco, seu bioma tipico é Mata Atlantica e possui area total de 4.382,37
hectares (MMA, 2019). A maior parte da area abrange os municipios de Quebrangulo — AL
(60%) e Lagoa do Ouro — PE (39%), apenas 1% esta distribuido entres os municipios de Cha
Preta — AL e Correntes — PE, com altitude variando entre 459 m a 883 m (TSCHARNER et al.,
2015 apud UFRPE, 1991). A regido é caracterizada pelo clima tropical chuvoso, com duas
estacAes bem definidas: verdo seco, de outubro a abril, e inverno chuvoso, de maio a setembro,
com médias pluviométricas anuais de 1.250 a 1.500 mm, e temperaturas médias anuais em torno
de 25°C (GUIMARAES, 2014).

A criagdo da Reserva se deu através do Decreto Presidencial n® 98.524 de 13 de
dezembro de 1989. Ap0s sua criacdo, ocorreu a indenizacdo de apenas um proprietario, que
possuia uma parcela correspondente a 61% da area total da Reserva (SOUSA et al., 2015). No
entanto, nao foram indenizadas a maioria das familias que moram e/ou trabalham no interior da
Reserva, e até hoje essas familias praticam atividades de agricultura e pastagem no interior € ao

redor da reserva.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AREA DE ESTUDO E COLETA DE SOLO

Foram avaliadas trés diferentes areas: sob vegetacdo nativa (9°13°25,8” S ¢ 36°26°21,6”
0); pastagem (9°13°26,6” S ¢ 36°26°17” O) e agricultura (9°13°17,5” S e 36°26°15,7” O) da
Reserva Bioldgica de Pedra Talhada, localizadas no municipio de Quebrangulo-AL. A &rea da
mata selecionada tinha declividade acentuada, caracterizada como encosta, constituida por uma
grande variedade de &rvores de médio e grande porte, tipicas do bioma Mata Atlantica. A area
da agricultura selecionada foi uma baixada, onde é praticada agricultura de subsisténcia ha
décadas, as principais culturas implantadas sdo: milho, feijdo e batata-doce, nessa area nunca
foi realizada a pratica de calagem, mas recebeu aplicacéo de fertilizantes organicos e sintéticos.
A érea de pastagem selecionada foi uma encosta, onde esta implantado ha décadas o capim do
género Brachiaria, essa area nunca recebeu calcario, nem nenhum tipo de fertilizante. Foram
coletadas 10 amostras simples de cada area, a profundidade de 20 cm, em seguida, misturadas
para formarem uma amostra composta. Sendo assim, cada &rea contendo uma amostra
composta. O momento de coleta das amostras foi no final do més de abril, fim do periodo de
estiagem e inicio do periodo chuvoso.

Cada amostra composta foi dividida em duas partes, uma destinada a andlise bioldgica
e outra destinada a analises fisica e quimica. As amostras para analise biologica foram
colocadas em tubos do tipo falcon, acondicionadas em recipiente de isopor contendo gelo e
levadas ao Laboratdrio de Genética e Biotecnologia Microbiana da Unidade Académica de
Garanhuns da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UAG-UFRPE). As amostras para
analise fisica e quimica foram encaminhadas para o Laboratdrio de Fisica do Solo da UAG-

UFRPE (Tabela 1) e laboratdrio particular (Tabela 2), respectivamente.

Tabela 1 — Caracteristicas fisicas dos solos coletados nas areas de agricultura, mata e pastagem localizadas na
Reserva Bioldgica de Pedra Talhada.

Andlise Fisica

Area Areia Sol/(ljte Argila Textura
Agricultura 80 9 11 Franco arenoso
Mata 57 10 33 Franco argiloso arenoso
Pastagem 70 10 20 Franco argiloso arenoso

Fonte: Elaboragdo propria
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Tabela 2 — Caracteristicas quimicas dos solos coletados nas areas de agricultura, mata e pastagem localizadas na
Reserva Bioldgica de Pedra Talhada.

Analises Quimicas

Area pH P K Ca Mg Al Al+tH CTC Mat. Org.
(O P I L e —— cmol; dm g Kg*
Agricultura 4,3 5,0 006 07 02 02 2,7 366 16
Mata 3,8 3,0 011 02 01 09 69 731 53
Pastagem 4,7 3,0 0,15 13 06 01 25 455 35

Fonte: Elaboracéo propria

3.2 ISOLAMENTO BACTERIANO DO SOLO

O isolamento bacteriano foi realizado seguindo metodologia de Santos (2013), com
algumas modificagdes. Para o isolamento de bactérias solubilizadoras de fosfato inorganico
presentes no solo, 5g de solo foram colocados em frascos erlernmeyer, contendo 5 g de pérolas
de vidro e 50 mL de tamp&o PBS (1,44 g L™ de Na;HPO4; 0,24 g L de KH2PO4; 0,20 g L™ de
KCI; 8,00 g L de NaCl; pH 7,4). Estes frascos foram mantidos sob agitacdo constante em 120
rpm, em temperatura ambiente, por 40 minutos. Em seguida, foram colocadas dilui¢cfes seriadas
(10° e 107) em PBS e 100 pL desta solucdo foram inoculados em placas de petri contendo
meio sélido rico em fosfato inorganico seletivo para bactérias solubilizadoras de fosfato
inorganico (10 g L™ de glicose; 5 g L™ de NH4Cl; 1 g L™ de MgS0O4-7H20; 8 g L de CaHPOyq;
30 g L de Agar; pH 7,2), acrescido com 50 pg mL™ do fungicida Cercobim 700 Thiophanate
Methyl. Posteriormente, as placas foram incubadas a 28°C, por 21 dias. A presenca de um halo

claro ao redor das coldnias bacterianas indicou que estas solubilizaram fosfato.

3.3 DENSIDADE POPULACIONAL BACTERIANA

A populacdo bacteriana foi quantificada seguindo metodologia proposta por Araujo et
al (2014). Essa quantificacdo foi apresentada por unidades formadoras de coldnia por grama de
solo (UFC g}), sendo estimada pela contagem de coldnias cultivadas em meio sélido contendo

fosfato inorganico insollvel.
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3.4 SOLUBILIZACAO DE FOSFATO INORGANICO

Apos identificacdo das bactérias solubilizadoras de fosfato inorganico, foram
selecionados 7 isolados bacterianos para ser testada, quantitativamente, sua capacidade de
solubilizar fosfato inorganico sob diferentes faixas de pH em relacdo ao tempo. Os isolados
bacteriano foram inoculados em meio de cultura sélido contendo fosfato insoltvel (10 g L de
glicose; 5 g L™ de NH4CI; 1 g L™ de MgSO4-7H20; 8 g L™ de CaHPO4; 15 g L™ de Agar) com
pH 4,5 e 7,2 durante 12 dias sob temperatura média de 28°C, em triplicata. A presenga de um

halo claro em torno da coldnia indicou a solubilizacéo de fosfato inorganico.

A cada 3 dias, foram medidos os diametros das coldnias e dos halos com auxilio de um
paquimetro digital para determinar o indice de Solubilizacdo (IS), definido pela razdo entre o
didmetro medio do halo de solubilizacdo e o didmetro médio da coldnia bacteriana (CHAGAS

JUNIOR, 2007; SANTOS, 2013).

_ Diametro do halo de solubiliza¢do (mm)

IS =

Diametro da colonia bacteriana (mm)

Com base nos indices de solubilizacéo, as bactérias foram classificadas como linhagens
com baixa (IS < 2), média (2 < IS < 4) e alta solubilizacdo (IS > 4). Em relacéo ao inicio da
solubilizacdo, as bactérias foram classificadas como precoces, quando o inicio da solubilizacédo
se deu até o terceiro dia, e tardias, com inicio da solubilizago depois do terceiro dia (HARA,

OLIVEIRA, 2004; CHAGAS JUNIOR et al., 2010; COSTA et al., 2013).

3.5 ANALISE ESTATISTICA

A anélise de densidade populacional e o indice de solubilizacdo foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) através do programa estatistico SISVAR 5.6®, a comparagéo

entre as médias foi realizada pelo teste de Tukey (p<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 ISOLAMENTO BACTERIANO

No meio de cultura especifico para bactérias solubilizadoras de fosfato inorganico,
cresceram bactérias capazes de solubilizar fosfato inorganico e bactérias que nao foram capazes
de solubilizar fosfato inorganico (Figura 1). Ao analisar a morfologia das col6nias isoladas,
verificou-se alguns distintos tipos morfoldgicos, como coloracdo branca, acinzentada e roseada,
e aspecto gomoso e seco. Sendo que ocorreu um predominio de coldnias brancas e secas.
Figura 1 — Isolamento de bactérias do solo, pertencentes as areas de agricultura, mata e pastagem, em meio seletivo

contendo fosfato insollvel. A: Bactéria solubilizadora de fosfato inorganico; B: Bactéria ndo solubilizadora de
fosfato inorganico.

Fonte: Arquivo pessoal, 2019

4.2 DENSIDADE POPULACIONAL

A densidade populacional da comunidade bacteriana solubilizadora de fosfato
inorganico, isoladas em meio solido contendo fosfato insoltvel, variou de 2-10° (mata) a 1-10°
(pastagem) Unidades Formadoras de Coldnia (UFC) por grama de solo. N&o houve diferenca
significativa entre as areas em relacdo ao total de bactérias. Entretanto, houve diferenca
significativa entre as areas em relacdo a bactérias capazes de solubilizar fosfato inorgénico. A
area de pastagem apresentou maior populacdo bacteriana solubilizadora de fosfato inorganico;

enquanto a &rea de mata, menor (Figura 2).
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Figura 2 — Densidade populacional estimada pelas unidades formadoras de col6nia por grama de solo do total e de
bactérias solubilizadoras de fosfato inorganico insollvel de area de agricultura, mata e pastagem. Letras iguais nao
diferem entre si, de acordo com o Teste de Tukey (p<0,05).
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o

ab

Log - UFC g de solo

SO P, N W &~ 01T O N 00O ©

Agricultura Mata Pastagem

m Bactérias solubilizadoras Total de bactérias

Fonte: Elaboracdo prépria, 2019
4.3 SELEQAO E ISOLAMENTO

Foram selecionadas e isoladas 28 col6nias bactérias solubilizadoras de fosfato
inorganico, sendo 2 isolados provenientes da area da mata, 13 isolados oriundos da area da
agricultura e 13 originados da area da pastagem. Das 28 col6nias, 7 foram escolhidas para
quantificar sua capacidade de solubilizac&o, através do IS (indice de Solubilizacéo), de acordo
com o halo de solubilizacdo e morfologia, as col6nias que apresentaram maior halo de

solubilizagéo e diferenca na morfologia foram selecionadas.

4.4 INDICE DE SOLUBILIZACAO

Os resultados apresentados de IS dos isolados foram positivos (Figura 3), mas a

eficiéncia de solubilizacdo variou entre as estirpes.
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Figura 3 — Teste positivo quanto a solubilizacao de fosfato inorganico com a presenga de halo de solubilizagao

Fonte: Arquivo pessoal, 2019

Na Tabela 3 e 4, observa-se que a maioria dos estipes apresentara baixa capacidade de
solubilizacdo, apenas o isolado AL-26 apresentou média capacidade de solubilizacdo aos 12
dias de avaliacdo (IS = 3,20 em pH 4,5 e IS = 3,57 em pH 7,2). O pH influenciou no inicio de
solubilizacdo das linhagens AL-19 e AL-26, sendo que, em baixo pH (4,5), foram classificadas
como tardias, pois a solubilizacdo iniciou-se a partir do terceiro dia. Ja em pH 7,2 as mesmas
linhagens foram classificadas como precoces, ja que a solubilizacdo se iniciou antes do terceiro
dia. Até aultima leitura, apenas o isolado AL-18 ndo foi capaz de solubilizar fosfato inorganico
em meio fosfato com pH 4,5 (Tabela 3), no entanto, 0 mesmo foi capaz de solubilizar em pH

7,2 (Tabela 4).

Tabela 3 — Indice de solubilizagio de fosfato inorganico (1S) de isolados bacterianos em meio fosfato com pH 4,5.
Letras iguais ndo diferem entre si, de acordo com o Teste de Tukey (p<0,05). NS = Néo Solubilizou.

Isolado IS Capacidade de  Solubilizacdo
Bacteriano  3°dia 6° dia 9° dia 12° dia Solubilizagéo

AL-08 NS 145ab 158abc 1,76ab Baixa Tardia
AL-10 143a 184a 1,86 ab 1,90 ab Baixa Precoce
AL-18 NS NS NS NS - -
AL-19 NS 1,20ab 1,28abc 1,31bc Baixa Tardia
AL-22 NS NS 1,03 bc 1,07 bc Baixa Tardia
AL-26 NS 2,26 a 2,85a 3,20 a Média Tardia
AL-28 054a 148ab 151abc 1,55bc Baixa Precoce

Fonte: Elaboragdo propria, 2019
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Tabela 4 — Iindice de solubilizagdo de fosfato inorganico (IS) de isolados bacterianos em meio fosfato com pH 7,2.
Letras iguais ndo diferem entre si, de acordo com o Teste de Tukey (p<0,05). NS = Ndo Solubilizou.

Isolado IS Capacidade de  Solubilizacédo
Bacteriano  3° dia 6° dia 9° dia 12°dia  Solubilizagdo
AL-08 NS 1,42 ab 1,48 ab 155b Baixa Tardia
AL-10 1,36 a 1,60 ab 1,71ab 1,84 Db Baixa Precoce
AL-18 NS NS 1,10 b 1,25b Baixa Tardia
AL-19 1,35a 1,45 ab 1,57 ab 1,62b Baixa Precoce
AL-22 NS 1,14 ab 1,20 b 1,19b Baixa Tardia
AL-26 1,53 a 2,37 a 3,06 a 3,567 a Média Precoce
AL-28 0,46 a 052b 1,36 b 152b Baixa Precoce

Fonte: Elaboracéo propria, 2019

A estirpe AL-26 destacou-se em relacdo as demais na Ultima leitura. Na Figura 4,

verifica-se que ocorreu diferenca significativa em relagdo ao pH apenas na primeira leitura. Em

relacdo ao tempo, ocorreu diferenca significativa apenas do 3° ao 6° dia, em pH 4,5 e do 3° ao

9° dia, em pH 7,2. Observa-se que a AL-26 apresenta expressiva solubilizacdo em ambos 0s

pHs. Dessa forma, a mesma pode apresentar bom desempenho tanto em solos acidos como

neutros.

Figura 4 — Solubilizagéo de fosfato pelo isolado bacteriana AL-26 sob pHs 4,5 e 7,2 (letras mailsculas) em relacéo
ao tempo (letras mindsculas). Letras iguais ndo diferem entre si, de acordo com o Teste de Tukey (p<0,05).
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Fonte: Elaboragdo propria, 2019
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5 DISCUSSAO

Sobre a populacdo de bactérias solubilizadora de fosfato inorganico, houve diferenca
significativa entre a &rea preservada (mata) e a area antropizada (pastagem), essa diferenca pode
estar associada ao pH do solo, pois ocorreu uma relacdo diretamente proporcional entre o pH
solo (Tabela 2) e a densidade populacional de bactérias solubilizadoras de fosfato inorganico
(Figura 2). Essa hipotese corrobora com Barroso e Oliveira (2001), que estudando a ocorréncia
de bactérias solubilizadoras de fosfato de céalcio nas raizes de plantas na Amazonia brasileira
verificaram que essas bactérias sdo mais presentes em solos cultivados do que em vegetacédo
nativa, devido principalmente ao fato de os solos cobertos por vegetacdo nativa sdo mais &cidos
do que solos cultivados (TROEH; THOMPSON, 2007). No entanto, existem outros fatores,
além do pH, que podem estar relacionados a essa diferenca de populacdo de bactérias
solubilizadora de fosfato inorganico, como a vegetacao presente, o histérico de uso e manejo
do solo, o teor de matéria organica, entre outros.

Em experimento realizado por Barroti e Nahas (2000), o aumento pH do solo, por meio
da calagem, foi o Unico tratamento estatisticamente significativo que favoreceu o crescimento
da populacdo de bactérias solubilizadoras de fosfato, com aumento de 24,1% de UFC sobre os
tratamentos que ndo receberam calagem. Para reforcar essa suposicao, de acordo com Primavesi
(2002), a influéncia do pH sobre as bactérias e outros microrganismos ativos na mobilizacdo
do fésforo é nitida, pois esses sdo aerdbicos contendo enzimas que necessitam de reacGes
préximas a neutralidade.

A quantidade de fosforo orgénico no solo esta diretamente relacionada ao teor de
matéria organica. Cunha et al. (2007), em seu experimento, constatou que a reserva de fosforo
organico (total e labil) € maior em solos florestais do que nas pastagens. Nesse experimento,
enguanto nas florestas a média de fosforo organico labil foi responsavel por 83% do fosforo
total labil, na pastagem essa porcentagem foi de apenas 59,3%. Portanto, evidenciando que, em
solos ricos em matéria organica, a fracdo de fosforo orgénico tem maior importancia na
disponibilidade desse elemento para as plantas do que a fracao de fésforo inorganico.

Sendo assim, supde-se que a diferencga da populacgéo bacterina solubilizadora de fosfato

também pode estar relacionada ao teor de matéria organica que compde os solos. Pois, em solos



27

com elevado teor de matéria organica, o processo de mineralizacdo do fésforo € mais importante
do que o de solubilizagdo. Dessa forma, ocorrendo uma maior populacdo de microrganismos
mineralizadores em relagdo a populacdo de solubilizadores.

Os resultados apresentados de IS dos isolados foram efetivos, entretanto, foi expressivo
apenas para o isolado AL-26 (IS = 3,20 em pH 4,5 e IS = 3,57 em pH 7,2). Algo semelhante
ocorreu com experimento realizado por Chagas Junior et al. (2010) que avaliando a capacidade
de rizébios solubilizadores de fosfato de célcio isolados de solos da Amazdnia observaram que
apenas 1 dos 68 isolados apresentou IS expressivo (IS = 3,15) em meio fosfato com pH 6,5.
Desses 68 isolados 51,5% foram classificados como precoces e 48,5%, como tardios.

No trabalho realizado por Costa et al (2013), obteve-se que das 18 estirpes
solubilizadoras de fosfato, rizobios isolados de nddulos de feijao-caupi, apenas 1 apresentou
médio IS (2,02). 61% precoce e 39% tardia.

Resultados semelhantes, quanto a capacidade de solubilizar fosfatos, foram reportados
por Hara e Oliveira (2004), nos quais os isolados de rizébios estudados foram efetivos quanto
a solubilizacdo de P-Ca em laboratorio, mas a eficiéncia de solubilizacdo variou entre as

estirpes.
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6 CONCLUSAO

Em relacdo a bactérias solubilizadoras de fosfato inorgéanico, a area de pastagem
apresentou maior populacao, seguida da area de agricultura e mata. Dessa forma, a area nativa
contém menor populacdo de bactérias solubilizadoras de fosfato do que areas antropizadas.

A maioria dos isolados apresentou baixa capacidade de solubilizagéo, apenas o isolado
AL-26 destacou-se, apresentando media capacidade de solubilizar. Podendo, posteriormente,

ser mais explorado em experimentos para promogéo de crescimento vegetal.
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