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RESUMO

ISOLAMENTO DE BACTERIAS DE SOLO SUBTROPICAL COM CAPACIDADE DE
PROMOGCAO DE CRESCIMENTO VEGETAL

A utilizacéo de fertilizantes quimicos na agricultura constitui-se como a principal fonte
de nutrientes para o desenvolvimento das culturas visando ao aumento da
produtividade. O fésforo, dentre outros nutrientes, € o mais requerido pelas plantas e o
gue mais limita a produtividade nas culturas de interesse comercial em virtude da sua
baixa disponibilidade e imobilizacdo no solo, haja vista ficar indisponivel para absorcao
pelo vegetal. Estudos comprovam que a solubilizacdo de fosfatos a partir da
inoculacdo de bactérias pode ajudar na melhoria da producdo agricola. Muitas
bactérias realizam processos de dissolucdo a partir de diferentes mecanismos e
promovem crescimento vegetal tanto pela dissolu¢do de fosfatos como na fixagédo de
nitrogénio (N) e producdo de &cido indol acético (AIA). Com o isolamento desses
microrganismos, € possivel inocula-los e disponibilizar o fésforo fixado, reduzir o uso
de fertilizantes ou readequar as porcentagens excessivas desse elemento em suas
férmulas, visando ao desenvolvimento da producéo agricola sustentavel. A partir desta
tematica, foi utilizada metodologia para isolamento de bactérias de solo subtropical
sob cultivo de milho com diferentes histéricos de adubacéo. Além do isolamento, os
microrganismos foram submetidos a testes de resisténcia apds repicagem, producéo
de fosfatases, producao de AIA com e sem L- triptofano e identificacdo por técnica de
extracdo de rDNA. Uma maior diversidade de bactérias mineralizadores foi encontrada
no solo Tratamento 1 (sem adubacdo). Os resultados relacionados a maior
porcentagem de crescimento em fitato de céalcio podem ser justificados pelo fato de as
comunidades bacterianas serem capazes de produzir enzimas. A estabilidade da
funcao solubilizadora foi maior em fitato de célcio do que nos outros meios usados. O
estudo indicou que a microbiota do solo mantém similaridade onde prevalece o género
Ochrobactrum e que, em diferentes situacdes de manejo, pouco varia sua diversidade,
mas apresenta capacidade para produzir metabdlitos promotores de crescimento de
plantas. Os isolados do Tratamento 2 (adubac¢do mineral) mantiveram a producéo de
fosfatase acida mais acentuada. A producdo de AIA sem a adi¢do de L-triptofano no
tratamento T1 sugere que a microbiota utiliza vias metabdlicas distintas para tal, visto
gue o solo estudado é pobre em minerais. Isso afeta a producdo de promotores de
crescimento de plantas, contrapondo-se ao Tratamento 3, o qual recebeu adubacédo
com agua residuaria de suinocultura e diversificou a producdo de AIA por seus
isolados com valores mais robustos. Finalmente, de acordo com os resultados do
presente estudo, foi possivel a identificacdo de géneros de bactéria com elevada
capacidade de solubilizagéo de fitatos e produgéo de AlA, indicando capacidade de
promocao de crescimento vegetal.

PALAVRAS-CHAVE: solubilizadores, fosfatos, AlA, fosfatases, adubacéo, producéo

agricola.



ABSTRACT

BACTERIA ISOLATION FROM SUBTROPICAL SOIL WITH VEGETAL GROWTH
CAPACITY

Chemical fertilizers management in agriculture is the main source of nutrients for crops
development aiming at increasing yield. Thus, phosphorus, among other nutrients, is
required by plants since it is the most limiting mineral on yield crops of commercial
interest, because of its low availability and immobility in soil, as it also gets unavailable
to absorption by the plants. Studies have shown that phosphate solubilization up from
bacteria inoculation can improve agricultural production. Many bacteria can take part
on the dissolution process through different mechanisms and promote plant growth
either by dissolving phosphates or determining nitrogen (N) and indole acetic acid
production (IAA). Due to the isolation of these microorganisms, they can be inoculated
and make the fixed phosphorus available, reducing the use of fertilizers or readjusting
excessive percentages of this element in their formulas to improve a development of
sustainable agricultural yield. According to this theme, it was possible to apply a
methodology for the isolation of subtropical soil bacteria with maize cropping from
different soil fertilization managements. After isolating the micro-organisms, they were
submitted to endurance tests after pricking, phosphatase production ability, 1AA
production with and without L-tryptophan and identification method by rDNA extraction
technique. A greater diversity of mineralizing bacteria was found in treatment 1 soil (no
fertilization). The results related to the largest percentage increase in Calcium phytate
can be justified by the fact that bacterial communities can produce enzymes. The
stability of the solubilizing function was greater in calcium phytate when compared to
the other culture media that have been used. The study has indicated that soil
microbiota keeps a similarity in which Ochrobactrum gender has prevailed and under
different management situations, its diversity slightly varies, but it is able to produce
metabolites promoters of plant growth; while the isolates of Treatment 2 (mineral
fertilization) have kept the best acid phosphatase production. The IAA production,
without L-tryptophan addition in T1, suggests that the microbiota uses metabolic
pathways for different purposes, since the studied soil is poor in minerals, thus it affects
the production of plant growth promoters. It differs from Treatment 3 that received
fertilization with swine wastewater, and diversified IAA production for its isolates with
stronger values. With this study it was possible to identify genera of bacteria with high
phytate mineralization capacity. At last, according to the study results, it was possible
to identify the bacteria genera with high capacity to mineralize phytate and produce
IAA, indicating the promotion of vegetal growth capacity.

KEYWORDS: solubilizing, phosphates, IAA, phosphatases, fertilization, agricultural

production.
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Isolamento de bactérias solubilizadoras de fosfatos em solos

subtropicais com diferentes histéricos de adubacéo

Revista Ciéncias Agréarias (SCAP) — Portugal

A presenca de nutrientes é um dos aspectos fundamentais para a qualidade dos
solos e consequentemente produtividade sustentavel. Dentre 0s nutrientes requeridos
pelas plantas, o fosforo apresenta um paradoxo, mesmo sendo um dos elementos
quimicos mais abundantes na crosta terrestre, todavia, € o nutriente com menor indice
de biodisponibilidade (Lemos et al, 2009).

Apesar da proporcdo dos nutrientes ser inerente a cultura, o fosforo merece
atencdo especial, pois, quando em contato com o solo, reage rapidamente com o0 meio e
converte-se em formas ndo absorviveis pelas plantas. Em solos de regides tropicais a
indisponibilidade do fosforo acentua-se, pois grande quantidade do P aplicado no solo

I** e Fe*" altamente

forma particulas a partir da reacdo de precipitacdo junto ao A
reativos em solos acidos (Hao et al, 2002) e Ca’* em solos alcalinos ou calcarios
(Gyaneshwar et al, 2002), os quais permanecem imobilizados e fixados ao solo em
forma de fosfatos de aluminio, fosfatos de ferro e fosfatos de célcio (Tsai e Rossetto,
1992).

A fim de reverter este processo, a via bioldgica caracteriza-se inicialmente pelo
isolamento, caracterizacdo e quantificacdo da capacidade de solubilizacdo de fosfatos
insoltveis por microrganismos e posterior formulacdo de indculos viaveis, assim, torna

eficiente a técnica de inoculacdo de microrganismos solubilizadores no uso agricola.

Portanto, a via bioldgica possui altissimo potencial de solubilizacdo de fosfatos



insolUveis, associada a sustentabilidade ambiental, semelhante a fixacdo de nitrogénio
no solo por leguminosas e gramineas. Neste sentido, pesquisas que visam obter isolados
solubilizadores de fosfato vém sendo desenvolvidas em diversos solos; no Brasil: regido
de Cerrado (Embrapa, 2003; Ceribeli et al, 2012), regido Amazonica (Silva et al, 2011;
Oliveira-Longatti et al, 2014), regido do Semiarido (Souza et al, 2013; Lima et al,
2014); e no exterior: solos subtropicais chineses (Chen et al, 2006; Zhu et al, 2011),
australianos (Park et al, 2011), solos vulcénicos do Chile (Milko et al, 2008), solos de
pastagem no Uruguai (Azziza et al, 2012) e regides de mangue da india (Behera et al,
2014).

Nestas regides, encontraram-se alguns géneros de bactérias biossolubilizadoras
de fosfato, sendo: Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Enterobacter, Achrobacter
(Nisha et al, 2014) Arthrobacter e Serratia (Chen et al, 2006) Pantoea (Milko et al,
2008; Park et al, 2011), Kushneria e Halomonas (Zhu et al, 2011), Azospirillum e
Azotobacter (Khan et al, 2009), Burkholderia (Embrapa, 2008), Aeromonas,
Alcaligenes e Pasteurella (Corderd et al, 2014), Acinetobacter e Bradyrhizobium
(Oliveira-Longatti et al, 2014). Vale destacar que os fosfatos que sofrem solubilizacao
por bactérias podem ser na forma inorganica (Silva Filho e Vidor, 2001; Duponnois et
al, 2005; Chen et al, 2006; Barroso e Nahas, 2008; Park et al, 2011) ou organica, como
os fitatos (Nahas, 2002; Costa e Lovato, 2004; Milko et al, 2008; Ribeiro et al, 2013;
Nisha et al, 2014).

Diante do exposto, percebe-se que 0s géneros encontrados estdo intimamente
correlacionados com as caracteristicas edafoclimaticas e do uso do solo, especificos da
localidade. Logo, considerando que inexiste informacao sobre bactérias solubilizadoras

de fosfatos na regido Oeste do Estado do Parand, caracterizada por um solo com elevada



capacidade de producdo agricola, criacdo de animais e ainda grandes reservas
ambientais e hidricas.

Assim, o objetivo deste trabalho foi identificar e classificar comunidades
bacterianas solubilizadoras de fosfatos de calcio, fosfato de aluminio e fitato de calcio,
extraidas de trés parcelas agricolas monitoradas por oito anos: natural, adubacdo

quimica e adubacédo organica de um solo subtropical.

Material e métodos

As amostras de solo e rizosfera foram retiradas de uma area experimental
implantada em 2006, com sucesséo continua anual com soja, milho e aveia, totalizando
18 ciclos de cultura até 2014. A partir dos tratamentos aplicados em cada ciclo de
cultura (Kessler et al, 2014), foi possivel a selecdo de trés extremos para coleta do
material, sendo: T1 — Sem adubacdo mineral ou orgéanica; T2 — Adubacdo mineral
conforme as necessidades de cada cultura e; T3 — Adubag&o organica com 300 m*.ha™
de &gua residuaria de suinocultura. A planta-isca utilizada foi o milho (variedade CD
316 - hibrido superprecoce - safrinha) e 0 solo da area € classificado como Latossolo

Vermelho Distroférrico tipico (Embrapa, 2006).

Isolamento de bactérias

Foi suspenso 1 g de fragmentos de raizes com solo agregado em 25 mL de
solucgdo salina estéril (8,5 g L™ NaCl) (Milko et al, 2008) e agitado durante 10 minutos.
Apoés agitacdo, as amostras foram diluidas sucessivamente até 10™°. Usando triplicata
para cada diluicdo, as mesmas foram transferidas em aliquotas de 100 pL para placas de

Petri estéreis, com meio rico (PDA Acumedia®) e para meios minimos de rasteiro



contendo como Unica fonte de fosforo as formas insolUveis: fosfato de calcio, fosfato de
aluminio e fitato de calcio. As placas permaneceram em estufa durante 4 dias a 30°C.

Os meios de rasteio foram elaborados conforme as necessidades minimas para o
desenvolvimento microbiano adaptado de Milko et al, (2008).

Os isolados dos meios minimos foram transferidos para os meios de rasteio
novamente e depois se repetiu a repicagem por mais duas vezes, com 0 objetivo de
confirmar o crescimento das col6nias e a capacidade de solubilizagdo. Esta técnica de
repicagem (“replica-picking”) ocorre pela transferéncia de células a partir de uma
matriz de colonias para uma série de placas de "réplicas”. Assim, cada uma das placas
de réplica é inoculada por células na mesma disposicéo (Lederberg e Lederberg, 1951).

A contagem total de unidades formadoras de colbnias foi utilizada para realizar a
porcentagem de crescimento total. Apos a resposta do crescimento, os dados foram
relacionados ao crescimento nos meios de cultura com as distintas formas de fosfato
insoluvel de cada solo para fins de comparacdo da quantidade de bactérias

solubilizadoras e a capacidade de solubilizacdo apds repicagens.

Andlises do solo
As amostras de solo foram coletadas apds o manejo da cultura de milho, na
camada de 0,00-0,20 m de profundidade, abrangendo parte do perfil da parcela

I** (acidez trocavel), Ca**, Mg?*,

experimental, para determinacio de pH, MO, P, S, H'A
K, Na*, Mn, Cu*?, Fe, Zn"?, Nrotal, Ninor, Norg, NOz™+ NO,™, NH,* (nitrogénio amoniacal)

segundo metodologias da EMBRAPA (2009).



Tratamento estatistico

A diferenca entre 0 nimero de unidades formadoras de colénia (UFC) em
funcdo do tipo de adubacdo aplicada ao solo e o meio de cultura utilizado para
crescimento microbiano foi obtida por andlise de variancia e teste de média de Duncan
(5% de significancia). Para a realizacdo da analise de variancia e do teste de média, foi
considerado um experimento fatorial casualizado (3%) com dois fatores, trés niveis e trés
repeticdes totalizando 27 unidades amostrais utilizando o programa Statistica®. Os
fatores e os niveis de cada fator sdo: historico de adubacgdo do solo (T1, T2, T3) e meios
de cultura (Fosfato de Caélcio insoluvel, Fosfato de Aluminio insolivel e Fitato de
Calcio insoltvel).

Os dados referentes ao numero de unidades formadoras de colbnias foram
submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e ao teste de homogeneidade de
variancia de Bartlett, ambos com 5% de significancia. Os testes mostraram que os dados
possuem normalidade (p-Valor = 0,282) e homogeneidade de variancia (p-Valor =
0,758).

A identificacdo das variaveis do solo que interferem no nimero de unidade
formadora de colbnias foi realizada por correlacdo linear de Pearson com 5% de

significancia.

Resultados e discusséo

A diluicdo escolhida para comparacdes entre os solos foi 107, a qual apresentou

maior UFC para todos os solos. Na Figura 1 sdo apresentadas as comparacdes de médias

entre os numeros de UFC em funcdo da adubacéo do solo e dos meios de culturas.
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Figura 1 Efeito do historico de adubacdo e do meio de cultura no nimero de
unidades formadoras de colénias (UFC). As medias foram comparadas com o teste de
Duncan (5% de significancia), com letras maiusculas para comparacédo entre meios de
cultura dentro de cada nivel de solo e letras mintsculas para comparacao da fertilizagédo
dentro de cada meio de cultura. T1 — solo sem adubacdo; T2 — solo com adubacéo
mineral; T3 — adubacdo com agua residuaria de suinocultura. Fi — fitato de célcio; Ca —

fosfato de calcio; Al — fosfato de aluminio.

Houve diferenca estatistica entre o nimero de UFC nos meios de cultura. O
meio com Fitato de Calcio insoltvel apresentou valores maiores para todos os histdricos
de fertilizacdo e atingiu valores de 50% de crescimento maior nos tratamentos T1 e T2.
Geralmente, se aceita que o mecanismo de mineralizacdo de fosfatos por cepas bactérias
solubilizadoras de fosfato esta associado com a liberacdo de acidos organicos de baixo
peso molecular (Kim et al, 1997; Behera et al, 2014) enquanto a libertacdo de ion

fosfato a partir dos fitatos depende de enzimas denominadas de fitases.



A producdo de fitases por bactérias neste solo é mais do que a capacidade de
solubilizacdo dos fosfatos insollveis, embora seja influenciada pelo histérico de
fertilizagdo. O solo T3, que recebeu &gua residuéria de suinocultura, teve baixos valores
de UFC, principalmente para o Fosfato de Aluminio, o que pode estar relacionado a
disponibilidade de P ja presente no solo, proveniente da fertilizacdo, fazendo com que
as bactérias ndo necessitem gastar energia para solubilizar tal fosfato.

Na Tabela 1 sdo apresentados os valores em porcentagem referentes ao
crescimento de col6nias apos a repicagem de cada um dos meios de rasteio para todos.
E possivel observar que as bactérias isoladas apresentam maior estabilidade quando o
meio contém fitato de célcio e eram provenientes do mesmo meio, com valores entre 55
e 70% de estabilidade. Tais valores variaram entre 54 e 66% para o fosfato de calcio e
entre 48 e 63% para o fosfato de aluminio. Por outro lado, as bactérias provenientes de
um meio e repicadas noutro meio de rastreio tinham por vezes a capacidade de
solubilizar esta forma de fosforo insoltvel, com os nUmeros mais elevados em relacao
ao fitato de célcio (60 a 88% das bactérias solubilizadoras de fosfato de calcio também
atuavam sobre o fitato de célcio e este nimero variava de 59 a 92% para as bactérias
provenientes de fosfato de aluminio).

Segundo Arcand e Schneider (2006), nas plantas e nos microrganismos, oS
mecanismos primarios da solubilizagdo de P sdo: excrecdo de H”, producdo de é&cidos
organicos e biossintese da fosfatase acida. Portanto, as vias metabdlicas que direcionam
para a mineralizacdo dos compostos organicos parecem ser mais prevalentes no solo
analisado do que as necessarias para a solubilizacdo de Fosfatos inorganicos como o
fosfato de Calcio e Fosfato de Aluminio.

O solo T2 apresenta maior porcentagem de estabilidade ap6s a repicagem de

UFC dos meios contendo fosfato inorganico. Pelo fato do solo receber adubacdo
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mineral fosfatada, € possivel que o mesmo apresente formas de fosfatos insollveis em
maior quantidade devido a reagdo quimica com ions do solo, assim, a presenca de
bactérias pode solubilizar ambos os fosfatos inorgénicos. Algumas espécies bacterianas
tém potencial de mineralizagdo e solubilizagdo de fosfatos organicos e inorganicos,

respectivamente (Hilda e Fraga, 2000; Khiari e Parent, 2005; Behera et al, 2014).

Tabela 1 — Porcentagem de estabilidade da capacidade de solubilizagdo apds repicagem

de cada meio de rasteio.

Estabilidade da capacidade solubilizadora

& = . T3 - Adubacdo 300m° h!
T1- Sem adubacao T2 - Adubag¢do mineral “ a:;: m

Meio Repicado | Fitato % | Fitato % | Fitato %
% de Fitato 70 | Fitato 58 |Fitato 55

0
Crescimento P-Ca 42 |(P-Ca 49 |P-Ca 36
P-Al 41 | P-Al 41 | P-Al 29
Meio Repicado | p-Ca % |P-Ca % |P-Cca %
% de Fitato 60 | Fitato 88 |Fitato 70

0
S accimants P-Ca 54 | P-Ca 66 |P-Ca 58
P-Al 48 | P-Al 72 |P-Al 70
Meio Repicado | p-Al % | P-Al % |P-Al %
% de Fitato 92 | Fitato 74 |Fitato 59

Q
Crescimento P-Ca 50 |P-Ca 64 |P-Ca 57
P-Al 56 | P-Al 63 |P-Al 48

Verificou-se que o Unico atributo do solo com influéncia positiva no total de
UFC foi o pH, com base na andlise de correlacdo linear de Pearson (Tabela 2), mas com
coeficiente de correlacdo baixo (0,39). A baixa relacdo sugere que 0S microrganismos
encontrados fazem parte de grupos insensitivos e indiferentes, que podem tolerar e
adaptar-se em uma ampla faixa de pH, analisado em comparacdo ao pH dos meios de
rasteio (Fitato: 6,13, P-Ca: 6,32 e P-Al: 4,4). Segundo a Embrapa (2007), o pH do solo

representa importante determinante para a atividade e distribuicdo dos microrganismos,
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pois 0 pH de um solo ou de um microssitio é dependente de um grande nimero de
fatores e processos microbioldgicos e bioquimicos. Apesar disso, ha certa tendéncia
para 0 pH mais elevado corresponder a uma populagdo bacteriana maior, sendo bem
conhecida a baixa tolerancia da generalidade das bactérias a solos &cidos.

Espera-se a correlacdo negativa entre o fosforo e o nimero de UFC porquanto as
bactérias terdo menor tendéncia a investir em vias metabdlicas para solubilizar esse
elemento quanto mais o tenham a sua disposicdo. Mikanovad e Novakova (2002)
mostraram que o efeito do nivel exégeno de P no microambiente bacteriano afeta a
solubilizacédo de fosfatos por bactérias solubilizadoras. Na presenca de fosforo soluvel, a
solubilizacdo de fosforo insoltvel por algumas bactérias solubilizadoras de fosfatos foi
reprimida e algumas ndo foram afetadas. No entanto, h4 grande demanda de estudos
sobre 0 nimero total dessas bactérias bem como sobre a capacidade de solubilizacao de
fosforo das mesmas, a qual também ¢ afetada pela presenca de fésforo disponivel na

concentracéo no solo.

Tabela 2 — Correlacdo de Pearson entre o nimero de unidades formadoras de col6nias e

as variaveis fisico-quimicas do solo.

Variaveis do Solo _UFCtotal
Pearson
pH 0,39*
MO -0,26
P -0,51*
S -0,37
H+Al -0,31
Ca 0,24
Mg 0,35
K -0,46*
Na -0,23
Mn -0,24
Cu -0,37
Fe 0,12

Zn -0,42*
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NH, 20,10
NOs+NO, -0,36
Ninorg -0,35
Norg -0,25

*Significancia 5%.

A maior parte dos elementos ndo apresentou correlagdo com o nimero de UFC.
Fazem excecdo 0 K e 0 Zn com valores negativos. A correlacdo entre os elementos e a
UFC pode ser fruto do acaso, pois 0s mesmos apresentam maior quantidade no solo
com adubacdo com &gua residuaria seguindo do solo com adubagdo mineral (Tabela 4).
Segundo Silva Filho e Vidor (2001), a capacidade e o potencial de solubilizacdo dos
microrganismos variam com os fatores nutricionais do meio. Elevados teores de K, por
exemplo, aumentam o tamanho das colonias dos isolados, porém, alguns desses tendem

a diminuir a capacidade de solubilizacao.

Tabela 4 — Média dos elementos P, K e Zn no solo de cada tratamento.

Média dos elementos no solo
Tratamentos P (mg/dm®)  K(mmol/dm®)  Zn(mg/dm?)

T1 3,33 1,10 4,50
T2 9,67 1,63 3,10
T3 20,00 3,30 43,47

O zinco € um metal utilizado em larga escala nas racGes para suinocultura com
objetivo de prevenir doencas, melhorar a digestdo e promover o crescimento animal
(Marcato e Lima, 2005), portanto caracteriza maior quantidade do elemento no
tratamento T3. Logo, a correlacdo negativa do mesmo em relacdo ao nimero de UFC
pode estar relacionada a maior ocorréncia do elemento corroborando que, quando
presente em altas concentragdes, o zinco apresenta propriedades antibacterianas (Rutz e

Lima, 2001).
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Conclusao

A maior diversidade microbioldgica de mineralizadores de fosfatos insolGveis no
solo T1 (sem adubac&o) esta relacionada com a adaptacdo dos microrganismos ao meio
que apresenta baixa disponibilidade de fésforo. Isso faz com que 0s mesmos encontrem
vias de mineralizacdo para utilizar o fésforo presente, sobretudo na forma organica
insolavel.

Os resultados relacionados a maior porcentagem de crescimento em Fitato de
Calcio podem ser justificados pelo fato de as comunidades bacterianas apresentarem a
capacidade de produzir fitases responsaveis pela mineralizacdo do Fitato de Calcio
utilizado no experimento.

A estabilidade da funcdo solubilizadora precisa ser testada para que as bactérias
selecionadas mantenham tal capacidade apds varios ciclos de repicagem, a qual seja
maior em fitato de célcio do que nos outros meios usados. Portanto, quanto mais fosforo
existir no meio, menor sera o numero de bactérias com potencial de solubilizacdo, como

ocorreu no Tratamento 3, adubado com agua residuaria de suinocultura.
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Isolamento e caracterizacdo de rizobactérias solubilizadoras de fosfatos
de solo subtropical com capacidade de promoc¢é&o de crescimento vegetal

Microbiology Ecology (FEMS)

1 Introducéo

Ha décadas a utilizacdo de fertilizantes quimicos na agricultura constitui-se
como a principal fonte de nutrientes essenciais para o desenvolvimento das culturas
visando ao aumento da produtividade, cujos elementos principais sao nitrogénio (N),
fésforo (P) e o potassio (K).

O fasforo (P) € um dos principais macronutrientes essenciais para plantas, e é
aplicado ao solo sob a forma de mineral fosfatado (Zhu et al, 2011). As concentracfes
e dindmica de P s@o caracterizadas por processos fisicos de sorcdo-dessorcdo e
bioldgicos pela imobilizagdo-mineralizacdo (Khan et al, 2009).

O fésforo é ‘sequestrado’ por adsorcdo nas camadas superficiais dos coloides
do solo e precipita a partir da reacdo com céations do solo, particularmente de ferro,
aluminio e célcio (Harris et al, 2006). Por conseguinte, uma grande quantidade de
fertilizante P € usada na producdo agricola para aumentar o crescimento das plantas,
portanto, o qual pode causar impacto negativo em relacdo tanto ao ambiente como
para economia agricola (Park et al, 2011).

O solo é um ecossistema complexo e dindmico, com a presenca de diferentes
populacdes de microrganismos responsaveis por uma gama de transformacfes
bioguimicas, que podem sofrer alteragfes quando o ecossistema sofre algum tipo de
interferéncia (Rodrigues e Fraga, 1999; Castro et al, 1993).

A atividade dos microrganismos afeta diretamente os atributos quimicos e
fisicos do solo, bem como a meso e macrofauna, além de contribuir ativamente para a

sustentabilidade dos sistemas agricolas (Pereira et al, 2007).
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O fésforo é sujeito a inUmeros processos que alteram a prépria disponibilidade.
Dentre esses processos, destaca-se a dissolugéo de fosfatos por microrganismos que
o torna disponivel para as plantas (Rocha et al, 2011). Porém, tem sido
frequentemente notado que a distribuicdo e a atividade de bactérias solubilizadoras de
fosfatos estéo diretamente ligadas ao efeito de solubilizacdo de fésforo, as quais séo
reguladas pelos niveis exégenos desse elemento (Rodrigues e Fraga, 1999).

Tanto fungos como bactérias possuem a capacidade de realizar processos de
dissolucédo a partir de diferentes mecanismos, principalmente pela producao de acidos
organicos e podem ser usados como agentes inoculantes. Além dos mecanismos para
a solubilizacdo de fosfatos, algumas bactérias ainda contribuem para promocao de
crescimento das plantas pela fixacdo de nitrogénio, capacidade de produzir &cido indol
acético (AlA), manter o pH do microambiente (rizosfera) e controle de patégenos.

A capacidade de solubilizacdo do fésforo pelos microrganismos € considerada
uma das mais importantes caracteristicas associadas a nutricdo da planta. Dado os
impactos ambientais negativos da fertilizacdo e custos crescentes, o0 uso de BPCV
(bactérias promotoras do crescimento vegetal) torna-se uma pratica agricola
sustentavel e vantajosa (Chen et al, 2006).

Deste modo, a atividade de microrganismos rizosféricos tem efeito positivo e
traz vantagens tanto para o crescimento vegetal como para a microbiota (Silva et al,
2011) com a producdo de acidos organicos, vitaminas e hormonios (Souchie et al,
2007) bem como a dissolugdo de fosfatos de aluminio e ferro, onde s&o
predominantes em solos acidos, como Latossolo Eutroférrico.

Considerando as poucas informac¢Bes sobre a microbiota solubilizadora na
regido Oeste do Parana, o presente estudo teve como objetivos o isolamento e a
triagem de bactérias com o potencial de solubilizacdo de Latossolo Vermelho

Eutroférrico com caracteristicas distintas de fertilizacdo, para fins agricolas. O estudo
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visou estabelecer uma relagdo genética entre a capacidade solubilizadora, atividade

fosfatase e a producéo de acido indol acético.

2 Elaboracéo da Pesquisa

2.1 Solo

Utilizaram-se amostras de solo e rizosfera de um solo caracterizado
inicialmente como Latossolo Vermelho Distroférrico tipico (Embrapa, 2006) de uma
area experimental que possui histérico de aplicacdo de agua residuaria da
suinocultura, com experimentos conduzidos desde 2006, seguindo sequéncia dos
ciclos do milho, soja, aveia e minimilho. As parcelas utilizadas foram denominadas: T1
— Sem fertilizacéo; T2 — Adubacdo mineral, conforme as necessidades da cultura; T3 —
Fertilizacdo com 300 m*ha de agua residuéria de suinocultura. A planta-isca utilizada

foi o milho (variedade CD 316 - hibrido superprecoce - safrinha).

2.2 Isolamento de rizobactérias fosfosolubilizadoras

Foi suspenso 1 g de fragmentos de raizes com solo agregado em 25 mL de
solucéio salina estéril (8,5 g L™ NaCl) (Milko et al, 2008) e agitado durante 10 minutos.
Em seguida, as amostras foram diluidas sucessivamente até 10™°. Usou-se triplicata
para cada diluicio e as mesmas foram transferidas em aliquotas de 100 pL para
placas de Petri estéreis, com meio rico (PDA Acumedia®) e para meios de rasteiro
contendo como Unica fonte de fosforo as formas insollveis: fosfato de calcio, fosfato
de aluminio, fosfato de ferro e fitato de calcio. As placas permaneceram em estufa

durante quatro dias a 30 °C.
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Os meios de rasteio foram elaborados conforme as necessidades minimas
para o desenvolvimento microbiano adaptado de Milko et al (2008). Os isolados dos
meios minimos foram transferidos para os meios de rasteio novamente e depois se
repetiu a repicagem por mais duas vezes, com o objetivo de confirmar o crescimento

das colbnias e a capacidade de solubilizacéo.

2.3 Atividade Fosfatase Acida

A metodologia descrita por Romeiro (2007) utilizou como substrato pNPP
(paranitrofenilfosfato), o qual, na presenca de fosfatase, sofre hidrélise e libera fosfato
e paranitrofenol. O paranitrofenol € um composto incolor que se torna amarelo em
meio basico. A atividade fosfatase foi quantificada por espectrofotometria (410 nm)

utilizando sistema de leitura ELISA.

2.4 Producéo de AIA (acido indol acético)

A producdo de AIA foi testada por meio do método colorimétrico proposto por
Sarwar e Kremer (1995). Para tal, as bactérias foram cultivadas em meio de cultura
DYG's (Rodrigues Neto et al, 1986) com adi¢cdo de 100 pg mL™ de triptofano. Em
seguida, os tubos foram incubados por 72 horas a 30 °C sob agitacéo de 150 rpm. A
densidade O6ptica foi ajustada e as leituras feitas em espectrofotdbmetro com
comprimento de onda de 590 nm. O passo seguinte foi submeter 1mL de amostra a
centrifugacdo por 5 min a 10* rpm. Sobre as amostras foram adicionados 100 pL do
reagente de Salkowski para observar a reacdo por colorimentria e absorbéancia em

espectrofotbmetro a 540 nm.
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2.5 Caracterizacéo e Identificacdo dos microrganismos

A identificacdo de bactérias selecionadas foi realizada por meio do
sequenciamento do gene 16S rRNA. O DNA das bactérias foi extraido com Kkit
comercial e de acordo com protocolo para PCR e amplificacdo de 16S gene rDNA
foram utilizados os iniciadores universais: FD1 (5" AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3) e
2 (5° ACGGCTACCTTGTTACGACTT 3’) (Weisburg et al, 1991). Para o
sequenciamento, os produtos de PCR foram purificados com o kit comercial e
enviados para a empresa “Macrogen” em Seul, Coréia do Sul, onde foram realizados
0s sequenciamentos com a plataforma 3730x| (Applied Biosystems). As sequéncias
obtidas foram comparadas com aquelas disponiveis no GenBank®, banco de dados

de sequéncias de DNA do National Center for Biotecnology Information (NCBI).

2.6 Andlise Estatistica

Os dados foram submetidos aos testes de normalidade de Anderson-Darling
(AD) e de homogeneidade de variancia de Levene (L). As variaveis, respostas a
atividade de fosfatase, e a producdo de AIA apresentaram normalidade e
homogeneidade de varidncia com p-Valores AD= 0,165, L= 0,161; AD= 0,253,
L=0,436, respectivamente.

A atividade de fosfatase em funcdo das bactérias foi analisada com
delineamento inteiramente casualizado para cada tipo de Tratamento, separadamente,
(T1, T2 e T3) com trés repeticdbes em cada. Em seguida, as médias da atividade da
fosfatase foram comparadas pelo teste de Tukey com 5% de significancia. A diferenca
na atividade de fosfatase em funcdo do tipo de Tratamento foi analisada com

delineamento inteiramente casualizado ndo balanceado e trés repeticbes. As médias



26

da atividade da fosfatase também foram comparadas pelo teste de Tukey com 5% de
significancia.

A producédo de AlA foi analisada por meio do delineamento fatorial, com dois
fatores (bactéria e presenca ou auséncia de Triptofano) em cada tipo de solo
separadamente (T1: 8'x2'; T2: 9'x2' e T3: 12'x2%), todos com trés repeticdes. Em
seguida, as médias da producdo de AIA foram comparadas pelo teste de Tukey com

5% de significAncia.

3 Resultados e Discussao

Foi isolado um total de 938 UFC provenientes das dilui¢cbes feitas em todos os
meios de cultura dos trés tratamentos. Dessas, foram selecionadas aquelas que
apresentaram crescimento maior que 4 mm ou presenca de halo, e submetidas a nova
repicagem. Foram selecionadas apenas aquelas que apresentaram crescimento
significativo ou halo solubilizador, e foram novamente repicadas para confirmacao de
estabilidade da capacidade solubilizadora para posteriormente serem identificadas

(Figuras 1 Ae 1 B).

Figuras 1 (A e B) UFC isolada com presen¢a de halo indicando solubilizacdo de

fosfato.
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A similaridade entre os 29 isolados foi analisada em dendrograma conforme as
caracteristicas morfolégicas: tamanho da colbnia, cor, forma da borda, formato da
colénia, transparéncia, muco e heterogeneidade (Figura 2). A analise elucida o
polimorfismo entre os isolados em relagéo as atividades solubilizadoras.

O coeficiente de similaridade calculado pelo software PAST demonstra que ha
um grande grupo com 23 isolados que apresenta 40% de semelhanca em suas
caracteristicas. Dentro do mesmo grupo € possivel observar que a bactéria
identificada como do género Herbaspirilum mantém caracteristicas morfolégicas
distintas. O segundo grupo apresenta similaridade de aproximadamente 70% e divide-
se em dois sub-grupos com isolados provenientes de tratamentos diferentes. Muitos

dos isolados apresentaram caracteristicas visuais semelhantes a sideréforos.
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Similarity
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Figura 2 Arvore filogenética para analise de similaridade entre os 29 isolados, baseada

na morfologia e no sequenciamento do gene 16S rRNA.
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As andlises genéticas pelo sequenciamento do 16S rRNA dos 29 isolados
(Tabela 1) revelaram elevada similaridade de bactérias pertencentes ao género
Ochrobactrum. Outras duas estirpes foram classificadas no género Bacillus e uma
como Herbaspirillum.

Bactérias do género Ochrobactrum s8o genética e fenotipicamente
diversificadas, membros de varios habitat, incluindo solo, plantas e rizosferas, animais
e humanos (Bathe et al, 2005). Sdo classificadas como parentes proximos das
bactérias do género Brucellae e pertencem a familia das Brucellaceae (Velasco et al,
1998). Chakraborty et al, (2009) realizaram testes associados a promocdo do
crescimento de plantas com cepas de Ochrobactrum anthropi que mostraram bom
desempenho na atividade de solubilizacdo de fosfato, producdo de sider6foros e
producdo de &cido indol acético. Podem ser endofiticas ou de vida livre (Meng et al,
2014) e colaborar com a absorc¢ao de nutrientes do solo para a prevencao de doencas
nas plantas (Chakraborty et al, 2009).

O género Bacillus faz parte da familia Bacillaceae, um grupo heterogéneo
altamente diversificado, de vida livre ou endofiticos, capazes de produzir diversos
acidos orgéanicos envolvidos na solubilizacdo de fosfatos (llimer et al, 1992; Chen et al,
2006). Pesquisas realizadas por Ogit et al (2011) demonstram que a liberagdo de
acidos organicos extras produzidos por bactérias do género Bacillus sp. foi
acompanhada pela alta producdo de protons pelas raizes das plantas, que
contribuiram para a maior mobilizagdo e absor¢do de P por plantas de trigo e que
beneficiaram a nutricdo a partir de modificagcdes na captacao e equilibrio de nutrientes.

As bactérias do género Herbaspirilum sao diazotréficas, endofiticas com
capacidade de fixacdo de nitrogénio (Baldani et al,1986) e, em geral, estdo associadas
as raizes de milho, sorgo e arroz (Rodriguez et al, 2006). Um estudo realizado por
Estrada et al (2013) comprovou que além de apresentarem capacidade de fixar

nitrogénio, estirpes de Herbaspirillum solubilizam fésforo inorgénico in vitro e quando
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utilizadas como in6culo em biofertilizantes promovem aumento na producéo de plantas
de arroz cultivadas em presenca de fosfato de calcio.

A amplificagcdo do gene para identificagdo dos demais selecionados néo foi
suficiente, sendo determinados apenas os géneros de 17 dos isolados. Mesmo sem a
identificacdo de todos os selecionados, € possivel observar maior biodiversidade no
tratamento T1. Os diferentes manejos do solo e das culturas afetam o equilibrio
existente entre o solo e os organismos que nele habitam, supondo-se que, em solos
com maior biodiversidade, ha possibilidade de que se encontrem classes de
microrganismos distintos que atuem em processos importantes para manutencdo da

microbiota sob condi¢cbes de estresse ambiental (Pereira et al, 2007).

Tabela 1 Caracterizacdo genética das bactérias solubilizadoras de fosfatos por nivel

de género.

Isolado T1 Fragmento (pb) | Similaridade (%) | Namero de acesso Género®
25 631 99 KF555240.1 Herbaspirillum
31 *k%k *kk *k*k Sem ID*
257 571 100 KM396913.1 Ochrobactrum
284 694 99 CP009941.1 Bacillus
639 593 99 KF987808.1 Ochrobactrum
663 *kk *k%k *k%k Sem ID
665 *kk *k%k *k%k Sem ID
762 *k%k *k%k *k%k Sem ID

Isolado T2 Fragmento (pb) | Similaridade (%) | Nimero de acesso Género®
366 610 99 AY623625.1 Ochrobactrum
527 *k%k *kk *k% Sem ID
674 607 94 AY972228.1 Ochrobactrum
676 600 100 LN615116.1 Ochrobactrum
816 *k%k *kk *k% Sem ID
828 590 99 KF987808.1 Ochrobactrum
848 617 99 LN615099.1 Ochrobactrum
853 725 99 JX855310.1 Ochrobactrum
863 *k%k *kk *k% Sem ID

Isolado T3 | Fragmento (pb) | Similaridade (%) | Numero de acesso Género®
186 *k%k *kk *k% Sem ID
190 *k%k *kk *k% Sem ID
370 *k%k *kk *k% Sem ID
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434 537 100 CP008820.1 Ochrobactrum
587 581 98 JF772059.1 Bacillus
598 625 100 KJ754138.1 Ochrobactrum
597 619 100 AY972224.1 Ochrobactrum
721 538 99 KF987808.1 Ochrobactrum
735 *kk *kk *k% Sem I D
753 502 100 KF987808.1 Ochrobactrum
919 614 99 KM396913.1 Ochrobactrum
920 *k%k *k%k *k* Sem I D

®Baseado no sequenciamento parcial do 16S rDNA gene e comparado ao National
Center for Biotecnology Information Database. *Sem ID — N&o identificada.

A atividade da fosfatase acida que foi sintetizada pelos isolados varia de
0,0342 mM até 0,2627 mM, medida pela producédo de p-nitrofenol (Tabela 2). Pela
comparacao de médias, é possivel afirmar que as estirpes selecionadas do tratamento
T1 ndo apresentaram diferenca significativa na producéo de fosfatase, porém, a cepa
identificada como género Herbaspirillum se destaca com a producdo de 0,0631 mM.
Ja no tratamento T2 ocorreu grande producado (0,2627 mM) pelo isolado 816 (ndo
identificado), seguido do isolado 674 (0,1237 mM) pertencente ao género
Ochrobactrum. No tratamento T3, apenas um dos isolados, o namero 735 (hao
identificado), apresentou diferenca estatistica significativa dos demais (2,033 mM). Ao
serem comparados os dados de todos os tratamentos, ja que pertencem ao mesmo
tipo de solo, foi possivel afirmar que o tratamento T2 mantém dois isolados com maior
producdo de atividade fosfatase. Mesmo n&o apresentando valores significativos, os
demais isolados produziram quantidades maiores quando comparados aos descritos
por Park et al (2011), cujas bactérias isoladas de diferentes solos, incluindo um
contaminado por chumbo (Pb), produziram entre 0,0034 mM e 0,1420 mM medido
pela producéo de p-nitrofenol.

Os resultados acima sugerem que os isolados de todos os tratamentos podem
mineralizar ndo apenas o fitato de célcio, mas também uma série de outros fosfatos

organicos pela quantidade de fosfatase acida produzida. Segundo Silva Filho e Vidor
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(2001), diferencas na capacidade e no potencial de solubilizacdo indicam alteractes
guantitativas ou qualitativas nos metabdlitos produzidos, as quais sugerem a

ocorréncia de diferentes mecanismos de solubilizacdo ou de processos com eficiéncia

variavel.

Tabela 2 Comparacdo de médias para atividade fosfatase acida.

Tratamentos | Cepas Bactérias ':;[tlr\l()l(;ioelicl;_lo(?w:?;e)i)se (p-
25—Herbaspirillum 0,0631 Ad*
31-Sem Identificacéo 0,0595 Ad
257—0chrobactrum 0,0409 Ad

T1 284—Bacillus 0,0393 Ad
639—0Ochrobactrum 0,0410 Ad
663—Sem Identificacdo 0,0414 Ad
665—Sem Identificacdo 0,0595 Ad
762—-Sem I|dentificacdo 0,0450 Ad
366—0chrobactrum 0,0472 Cd
527-Sem Identificacdo 0,0631 Cd
674—0Ochrobactrum 0,1237 Bc*
676—0Ochrobactrum 0,0515 Cd

T2 816—Sem Identificacdo 0,2627 Aa*
828—-0Ochrobactrum 0,0428 Cd
848—-0Ochrobactrum 0,0463 Cd
853—-0chrobactrum 0,0469 Cd
863—Sem Identificacao 0,0444 Cd
186—Sem ldentificacéo 0,0344 Bd
190-Sem Identificagéo 0,0471 Bd
370-Sem Identificacao 0,0429 Bd
434—0Ochrobactrum 0,0429 Bd
587—-Bacillus 0,0458 Bd

T3 597-0Ochrobactrum 0,0426 Bd
598-0chrobactrum 0,0412 Bd
721-Ochrobactrum 0,0399 Bd
735-Sem ldentificagéo 0,2033 Ab*
753—0chrobactrum 0,0385 Bd
919-Ochrobactrum 0,0409 Bd
920-Sem Identificacéo 0,0342 Bd

A producdo de fosfatase pelo Teste Tukey (5% de significancia). Letras Maiusculas
comparagdo no Tratamento. Letras mindsculas comparacdo entre todos o0s

Tratamentos.
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Os compostos que permitem a promocao de crescimento vegetal podem ser
sintetizados por bactérias promotoras de crescimento (BPC) que fornecem compostos
que afetam o metabolismo da planta ou facilitam a aquisicdo de nutrientes nao
disponiveis a partir do solo. As BPC possuem um dos mais importantes mecanismos
de promocdo de crescimento vegetal, pois promovem a sintese de compostos
reguladores (auxinas) como o &cido indol acético (Boiero et al, 2007).

A producéo de AIA entre os isolados no tratamento T1 variou de 7,35 pg/L a
110,69 pg/L na auséncia de L-triptofano e 16,54 pg/L a 60,51 na presenca do
precursor. O isolado 639 identificado como género Ochrobactrum obteve producdo de
AIA maior em meio ndo suplementado com L-triptofano, cujo resultado foi a producéo
40% maior, o qual confrontou 0 meio com L-triptofano. A comparacédo de médias ainda
apresenta diferenca estatistica na producdo de AIA para o isolado 762 (néo
identificado) em que foi maior na presenca de L-triptofano (93,90 ug/L). O género

Bacillus obteve producéo muito baixa comparada aos demais isolados.

Tabela 3 Producéo de Acido Indol Acético por bactérias selecionadas no Tratamento 1

Isolados Producéo AIA (ug/L)?

Tratamento 1 Auséncia L-triptofano
25—Herbaspirillum 16,54 Abc 43,94 Aab
31-Sem Identificacdo 15,34 Abc 43,81 Aab
257—-0chrobactrum 34,13 Abc 58,53 Aab
284—Bacillus 7,35 Ac 16,54 Ab
639—-0Ochrobactrum 110,69 Aa* 60,51 Bab*
663—-Sem Identificacéo 33,21 Abc 68,28 Aab
665—-Sem ldentificacéo 69,08 Aab 58,59 Aab
762—Sem Ildentificagéo 43,25 Bbc* 93,90 Aa*

Letras mailsculas diferenca na linha (diferenca da producdo de IAA de cada bactéria em
relacdo a presenca e auséncia de triptofano). Letra mindscula indica diferenga na coluna
(diferenca da producéo de IAA entre as bactérias que foram submetidas ao mesmo tratamento,

auséncia ou presenca de triptofano) e Teste de média Tukey a 5%.



34

Pode se observar que no tratamento T2 ocorreu producéo significativa de AIA
pelo isolado 527 (ndo identificado) de 158,04 ug/L na auséncia de L-triptofano, o qual
se diferenciou significativamente de sua producdo na presenca do aminoacido (81,25
Mg/L). A biossintese de AIA em bactérias pode ser independente do L-triptofano e
pode ser sintetizada a partir de precursores de vias metabolicas secundarias que, por
sua vez, permite a producdo do mesmo (Yamada e Castro, 2007). A fim de contrapor
esse resultado, o isolado néo identificado 816 produziu 113,69 pg/L na presencga de L-
triptofano e 35,85 pg/L na auséncia do precursor. Outros isolados identificados no
género Ochrobactrum apresentaram resultados distintos mesmo pertencendo ao

mesmo género e isso pode justificar o fato de serem cepas de diferentes espécies.

Tabela 4 Producéo de Acido Indol Acético por bactérias selecionadas no Tratamento 2

Isolados Producéo AIA (ug/L)?

Tratamento 2 Auséncia L-triptofano
366—0Ochrobactrum 29,04 Ab 29,44 Ab
527-Sem Identificacao 158,04 Aa* 81,25 Bab*
674—0chrobactrum 83,17 Aab 44,94 Aab
676—0Ochrobactrum 6,88 Ab 22,86 Ab
816—Sem Identificacao 35,85 Bb* 113,69 Aa*
828—-0chrobactrum 18,98 Ab 19,23 Ab
848—-0Ochrobactrum 31,63 Ab 21,52 Ab
853—-0chrobactrum 39,40 Ab 43,15 Aab
863—-Sem Identificacéo 39,27 Ab 66,96 Aab

Letras maidsculas diferenca na linha (diferenca da producdo de IAA de cada bactéria em
relacdo a presenca e auséncia de L-triptofano). Letra minuscula indica diferengca na coluna
(diferenca da producéo de IAA entre as bactérias que foram submetidas ao mesmo tratamento,

auséncia ou presenca de L-triptofano). Teste de média Tukey a 5%.

No tratamento T3, houve expressiva producdo de AIA na presenca de L-

triptofano pelos isolados 735 (nédo identificado) e 920 (n&o identificado) de 234,18 ug/L
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e 261,30 pg/L, respectivamente. Nesse tratamento, o isolado classificado no género
Bacillus (587) produziu quantidade significativa de AlA tanto na auséncia (117,49 pg/L)
quanto na presenca de L-triptofano (95,47 pg/L), diferente do isolado do mesmo
género do tratamento T1. Os outros dois isolados que apresentaram diferenca
estatistica sdo do género Ochrobactrum com valores de producéo de AlA na presenca
de L- triptofano de 183,35 ug/L para o isolado 597 e 199,98 ug/L para o isolado 753.
Meng et al (2014) desenvolveram experimento para producédo de AIA com cepa da
espécie Ochrobactrum anthropi Mn1, isolada a partir de raizes de alcachofra, a qual
produziu 55,49 pg/L da auxina, valor baixo quando comparado aos resultados obtidos
pelas cepas do mesmo género no presente experimento. Chakraborty et al (2009)
avaliaram a cepa de Ochrobactrum anthropi TRS- 2, isolada a partir da rizosfera de

cha e confirmaram a producgéo de AlA, porém n&o quantificaram-na.

Tabela 4 Producéo de Acido Indol Acético por bactérias selecionadas no Tratamento 3

Isolados Producéo AIA (ug/L)?

Tratamento 3 Auséncia L-triptofano
186—Sem ldentificacéo 41,75 Bbcd 80,63 Acde
190-Sem Identificacéo 39,37 Bbcd 100,12 Ac
370-Sem Identificacao 31,84 Acd 42,98 Ade
434—0chrobactrum 21,29 Acd 29,86 Ae
587-Bacillus 117,49 Aa* 95,47 Acd
597-0Ochrobactrum 93,81 Bab 183,35 Ab*
598-0chrobactrum 20,63 Adc 25,24 Ae
721-Ochrobactrum 74,65 Aabc 42,69 Ade
735-Sem ldentificacéo 2,82 Bd 234,18 Aab*
753—0chrobactrum 103,21 Ba 199,98 Ab*
919-0Ochrobactrum 43,70 Abcd 61,59 Acde
920-Sem Identificacéo 89,91 Bab 261,30 Aa*

Letras maiusculas diferenca na linha (diferenca da producéo de IAA de cada bactéria

em relacdo a presenca e auséncia de L-triptofano). Letra mindscula indica diferenga na
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coluna (diferenca da producdo de IAA entre as bactérias que foram submetidas ao
mesmo tratamento, auséncia ou presenca de L-triptofano). Teste de média Tukey 5%.

De acordo com a conjugacado dos resultados dos diferentes tratamentos, o
tratamento T3 apresentou uma variabilidade de isolados com capacidade de producgéo
maior de AIA do que os demais. O desempenho dos processos bioldgicos que
contribuem para o crescimento de plantas pode estar ligado a adaptacdo de
comunidades bacterianas diazotréficas e varios fatores abidticos em conjunto com as
condicbes de manejo e a dindmica do solo (Oliveira-Longatti et al, 2014).

As vias metabdlicas utilizadas pelos microrganismos sdo extremamente
complexas e funcionais. Diversas espécies bacterianas vém sendo estudadas e
analisadas relacionando o papel dessas na producdo de auxinas e a interacdo direta
com plantas. Resultados segundo Spaepen et al (2007) demonstram uma gama muito
diversificada de microrganismos que utilizam caminhos bioquimicos de sintese de AIA
distintas e sugere que tais interacfes estdo diretamente ligadas entre plantas e
bactérias produtoras de AlA. Vale ressaltar que a variacao da producao daquelas afeta
as plantas de diferentes formas, incluindo: patogénese, inibicdo do crescimento, ou

fitoestimulacéo.

4 Concluséo

Os estudos desenvolvidos neste projeto indicam que a microbiota do solo
mantém uma similaridade onde prevalece o género Ochrobactrum e que, em
diferentes situagbes de manejo, pouco varia sua diversidade, mas apresenta
capacidade de produzir metabdlitos promotores de crescimento de plantas.

O tratamento T1 apresentou uma variabilidade de género maior que os demais
tratamentos. Porém, os isolados do tratamento T2 mantiveram uma producdo de

fosfatase acida mais acentuada. A producéo de AIA sem a adi¢cdo de L-triptofano no
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tratamento T1 sugere que a microbiota utiliza vias metabdlicas distintas para tal, visto
gue o solo é pobre em minerais. Isso afeta a produgdo de promotores de crescimento
de plantas, contrapde-se ao tratamento T3 que recebeu adubacdo com agua
residuéria de suinocultura e diversificou na producédo de AIA por seus isolados com

valores mais robustos.
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