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Resumo-Abstract

RESUMO - O Fésforo (P) é um dos principais macronutrientes essenciais para o crescimento e desenvolvimento das plantas,
entretanto, apesar de abundante nos solos, tanto na forma organica quanto inorganica, o fésforo é o segundo nutriente limitante ao
crescimento de plantas. As bactérias solubilizadoras de fosfato séo capazes de solubilizar formas insoliveis de fésforo, tornando-o
disponivel para o crescimento das culturas. Assim, objetivou-se por meio desse trabalho quantificar a solubilizacdo de fosfatos
inorganicos por bactérias endofiticas de maracuja amarelo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa). Foram inoculadas em meio liquido
NBRIP, 21 estirpes bacterianas, sendo posteriormente incubadas em plena agitacdo por um periodo de 15 dias. Decorrido o tempo de
incubagao, 1000 pL de cada amostra foi transferida para microtubos, com a adi¢do do reagente molibdato-vanadato para leitura em
espectrofotdmetro a 420 nm de densidade 6tica (D.O.), classificando-as em ausente, baixa, media, alta e elevada solubilizagdo de
fosforo. Dos isolados avaliados, as maiores concentragdes de P solubilizado foram encontradas nas estirpes 2 e 9, consideradas
portanto, como candidatas para futuros testes de inoculagdo em plantas.

Palavras-chave: micro-organismos, fosfato tricalcico, fosforo solavel, promogéo de crescimento.

ABSTRACT - Phosphorus (P) is one of the main essential macronutrients for the growth and development of plants, however, although
abundant in soils, both organic and inorganic, phosphorus is the second nutrient limiting the growth of plants. Phosphate solubilizing
bacteria are able to solubilize insoluble forms of phosphorus, making it available for crop growth. Thus, aimed by this work to
quantify the solubilization of inorganic phosphates by endophytic bacteria of passionfruit (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa).
NBRIP, 21 bacterial strains were inoculated in liquid medium and were incubated in full agitation for 15 days. After the incubation
time, 1000 pL of each sample was transferred to microtubes, with the addition of molybdate-vanadate reagent for spectrophotometer
reading at 420 nm, classifying them as absent, low, medium, high and high solubility of phosphorus. Of the isolates evaluated, the
highest concentrations of solubilized P were found in strains 2 and 9, therefore considered as candidates for future inoculation tests
in plants.
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Introducéo

O fosforo (P) é um dos principais
macronutrientes  essenciais para 0
crescimento e desenvolvimento das plantas
devido a sua atuacdo em processos
biolégicos, tais como  metabolismo
energético, biossintese de fosfolipidios e
acido nucléico, transducdo de sinal e
regulacdo de atividade enziméatica (ROCHA
et al., 2007).

Apesar de abundante nos solos, tanto na
forma orgénica quanto inorganica, o fésforo
¢ o0 segundo nutriente limitante ao
crescimento de plantas no solo. A baixa
disponibilidade de P, principalmente nos
solos é&cidos das regides tropicais e
subtropicais, é um dos fatores limitantes para
a producdo de culturas vegetais. Sendo
necessaria altas dosagens de adubos
fosfatados para a obtencdo de alta
produtividade (RAIJ, 1991).

O maracujazeiro é originario da América
Tropical, com mais de 150 espécies dentro
da familia Passifloraceae utilizadas para
consumo humano. No Brasil as espécies de
maracuja mais cultivadas sdo o azedo ou
amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa),
maracuja-roxo (P. edulis) e 0 maracuja-doce
(P. alata) (LIMA et al., 2009).

O Brasil é 0 maior produtor mundial de
maracuja com producdo de 920 mil
toneladas por ano, em uma area de 62 mil
hectares, sendo 0s maiores produtores sao 0s
estados da Bahia, Ceard, Espirito Santo,
Sergipe, Par4, Minas Gerais e Sao Paulo
(IBGE, 2012). Aproximadamente 97% da
area cultivada no Brasil é com o
maracujazeiro azedo (FERRAZ; LOTT,
2006), e 60% desta producdo € destinada ao
consumo in natura e o restante destinado
industrializacdo (MELETTI, 2011).

Os micro-organismos  associados — as
plantas sdo considerados endofiticos,
guando habitam o interior da planta sem
causar danos aparentes ao hospedeiro
(HALLMANN et al., 1997).

Vérios sdo os exemplos da aplicacdo de
micro-organismos endofiticos na producdo
agricola, onde a capacidade de estimular o
crescimento  vegetal apresentada pelos
micro-organismos endofiticos tem sido
atribuida a mecanismos indiretos como
antagonismo a fitopatégenos e diretos, tais
como fixacdo do nitrogénio, producdo de
fitohormdnios e a solubilizacdo de fosfatos
inorganicos, que proporcionardo uma maior
resisténcia das plantas a condicbes de
estresse (PEIXOTO NETO; AZEVEDO;
ARAUJO, 2002; LUZ et al., 2006).

Os micro-organismos solubilizadores de
fosfatos desempenham importante papel na
disponibilizacdo de formas inorgéanicas de
fosfatos (Ca-P, Al-P e Fe-P), considerando o
aumento do teor de fosforo na solugdo, que
propicia melhor crescimento e maior
rendimento das culturas (CHABOT et al.,
1993).

Diante do exposto, o presente trabalho
objetivou quantificar o fosforo soltvel a
partir do cultivo de bactérias endofiticas de
maracuja amarelo em meio liguido acrescido
de fosfato tricélcico.

Metodologia

A andlise quantitativa da solubilizacdo de
fosfato de célcio foi realizada segundo
metodologia descrita por (MALAVOLTA,
1989; SILVA, 1999), com a utilizacdo de
tubos de ensaio contendo 10mL do meio
liguido NBRIP foram inoculados em
triplicata com 100uL de in6culo bacteriano
(108 UFC.mL*(D.0.550=0,1)), e 0 seu pH
ajustado para 7,0 antes da autoclavagem. O
controle constituiu-se de tubos com 10mL de
meio NBRIP sem inéculo. Todos os tubos
foram incubados por 15 dias a 28 °C em
agitacdo a 180 rpm.

Decorrido o tempo de incubagdo, 1000 puL
de cada amostra foi transferida para
microtubos de 1,5 mL, que foram
centrifugados a 10000 rpm por 5 minutos.
Entdo, a 145uL de cada amostra foram
adicionados 570uL de agua destilada e
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285uL do reagente molibdato-vanadato de
amonio (5% molibdato de amonio e 0.25%
vanadato de aménio; 1:1, v/v).

Para obtencdo da curva padréo, foi
preparada uma solucdo estoque de KH2PO4
(0.0875%) (0.1 mg P.mL™?), de onde foram
retiradas aliquotas de 1 mL até 10 mL, que
foram misturadas com 2.5mL do reagente
molibdato-vanadato de amo6nio para um
volume final de 50mL. Apds 10 minutos da
adicdo do reagente, as amostras foram lidas
em espectrofotdmetro a 420nm.

Para o controle  negativo em
espectrofotdmetro, utilizou-se a solugdo sem
inoculo, constituida de 145ul. do meio
NBRIP, adicionado de 570uL de agua
destilada e 285uL do reagente molibdato—
vanadato de aménio.

Os experimentos foram realizados em
triplicata e o resultado positivo foi
evidenciado pela formacdo de uma
coloragcdo amarelada. Os resultados obtidos
em absorbancia (valores de x), foram
convertidos em concentragdo de P (ug.mL™)
(y) por meio da equagdo y=
(0.3041x2+0.2566x+0.0213)*1000. As
estirpes foram classificadas de acordo com
0S seguintes indices: Auséncia de

solubilizacdo (-); < 50 ug.mL'l (Baixa
solubilizagio - +); 50-100 pg.mL! (Média
solubilizacdo - ++); 101-500 ug.mL'l (Alta

solubilizagdo - +++); > SOlug.mL'l
(Elevada solubilizagdo - ++++) de P-Ca.

Figura 1. Concentracdo de Fosforo soldvel ug.mL'1
em meio NBRIP liquido inoculado pelos isolados apds

15 dias de cultivo.
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(Foto: Yamina Coentro Montaldo).

Resultados e Discusséo

A Tabela 1 apresenta a analise de variancia
da solubilizacdo de fosfato em meio NBRIP
liquido, em quinze dias de cultivo por
isolados de bactérias o valor de cada ponto
representa meédia de nove repeticdes
subtraindo-se a média do P solubilizado do
tratamento sem inoculacdo. Os isolados
bacterianos constituiram o Unico fator
estatisticamente significativo (teste F, P <
0,01) na solubilizacéo de fosfato inorgéanico
em meio NBRIP liquido, ndo foram
detectados efeito do tempo de incubacéo ou
da interacdo.

Tabela 2. Andélise de variancia da solubilizacdo de
fosfato em meio NBRIP liquido, em quinze dias de
cultivo por isolados de bactérias.

FV G sQ QoM F
L
Isolado 20 330194.8675  16509.7433 150.501
s () 1 8 7 **

Tempo 4 512.84681 128.21170 1.1688
(T) ns

Int. IXT 80 9684.36385 121.05455 1.1035

ns

Residu 210  23036.58688  109.69803
0

Total 314  363428.6650
5

CV% 15
** significativo p <.01; ™ ndo significativo p > = .05.

Na tabela 2 estdo apresentados o0s
resultados da andlise quantitativa em pg.mL"
!, a solubilizacdo do P se manteve constante
no periodo avaliado solubilizag&o para todos
os isolados. A quantidade média de fosforo
soltvel ao final do ensaio variou de 29,87 a
178,68 pg.mL*. As maiores concentracoes
de P solubilizado foi encontrado no isolado
2e9 (178,68 e 128,49 respectivamente).
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Tabela 3. Solubilizagdo de fosfato em meio NBRIP
liquido, em quinze dias de cultivo por isolados de
bactérias. Média de trés repeti¢des subtraindo-se a
média do P solubilizado do tratamento sem
inoculagdo.

Isolados P solubilizado (ug
mL-1)
1 59.68555 f
> umsemia
3 66.24181 e
4 63.72014 e
5 45.10922 ¢
6 71.32624d
7 50.55755 ¢
8 31.83141h
0 imassn
10 55.94659 f
11 35.94825 h
12 75.40514 d
13 29.87807 h
14 76.90032 d
15 68.16181 e
16 61.23695 f
17 56.64159 f
18 93.05402 ¢
19 58.80900 f
20 82.40914 d
21 77.10923d

Colunas - letras minusculas

Linhas - letras maidsculas
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Scott-
Knott 01 =< p < .05.

Dos 21 isolados, 14,28% apresentaram
concentracdo de fésforo sollvel abaixo de
50ug.mL? (baixa solubilizacdo), 76,19%
entre 50-100 ug.mL* (média solubilizacdo)
e 9,52% entre 101-500 pg.mL? (alta
solubilizagdo). Os  micro-organismos
solubilizadores de fosfato sdo capazes de
solubilizar formas insollveis de fdésforo,
tornando-o disponivel para o crescimento
das culturas sendo uma caracteristica exibida
por muitos micro-organismos do solo ou em
associacdo epifitica ou endofitica com
plantas.

Esses  micro-organismos  mobilizam
fosfatos inorgénicos insollveis, a partir de
uma matriz mineral do solo, de forma que
possa ser absorvido pelas raizes da planta.
As bactérias solubilizadoras de fosfato
solubilizam o fosfato insolivel pela
producdo de acidos organicos no meio em
gue o micro-organismo se desenvolve, cuja
acdo tem sido atribuida as suas propriedades
quelantes, possibilitando a formacdo de
complexos estaveis com os ions Ca*?, Fe*3 e
Al*®* (VENIERAKI et al,2010). Com esta
sintese, o pH do solo é reduzido, sendo
posteriormente o  fosforo  organico
mineralizado por meio de fosfatases acidas
(KHAN et al., 2009).

Portanto, a utilizacdo de bactérias que
possuam capacidade de solubilizacdo de
fosforo no meio liquido em um intervalo de
tempo reduzido, é uma caracteristica
essencial para a selecdo de isolados para a
producdo de inoculantes (MONTALDO,
2016), diminuindo a utilizagdo de
fertilizantes quimicos pelos produtores
rurais incrementando e aumentando a
absorcdo do fésforo presente no solo pelas
plantas cultivadas.

Conclusoes

Todos os isolados foram capazes de
solubilizar fosfato calcico em meio liquido.
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