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RESUMO - A adubacao fosfatada ¢ um fator limitante para a producdo de milho no
Cerrado. Devido aos impactos associados ao uso de fertilizantes quimicos, o uso
inoculantes biologicos tem se destacado como alternativa para melhorar a eficiéncia de
fontes de fosforo (P). Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de bactérias
isoladas em areas de cultivo de milho na liberagdo de fosforo a partir de fontes inorgéanicas
e organicas de P, bem como a sua sobrevivéncia em diferentes biopolimeros como veiculos
de aplicacdo (carvao, turfa, CMC e amido). A capacidade de solubilizacdo de fosforo de
duas estirpes foi avaliada por método quantitativo (P disponivel) e sua sobrevivéncia
através da contagem de células viaveis (UFC g substrato) nos veiculos ap6s 30 e 60 dias
de armazenamento, em geladeira e temperatura ambiente. No teste quantitativo, detectou-
se liberagdo de P variando de 143,85 mg L™ a 120,44 mg L™ de P, para fontes inorganicas
e organicas, respectivamente. Quanto & sobrevivéncia, os inoculantes a base de amido (10
células g"') apresentaram maior viabilidade, em relagdio a CMC, que superou turfa e
carvao, aos 60 dias. Conclui-se que 0s microrganismos testados sdo promissores como
bioinoculantes e que a sobrevivéncia da bactéria depende do substrato do inoculante.

Palavras-chave: Zea mays, microrganismos solubilizadores de fosforo e inoculantes.

Introduciao

Um dos fatores limitantes para a producao de milho em alguns biomas brasileiros,
como o Cerrado, ¢ a baixa disponibilidade de fosforo. A aplicagao de fosfatos soluveis
como estratégia para o aumento da fertilidade de solos pobres esbarra em uma série de
fatores, como o alto custo de adubos fosfatados e aos impactos ambientais relacionados ao
uso dos mesmos, como a eutrofizagdo e hipoxia em reservatorios hidricos.

Tendo isso, atualmente, tem aumentado a busca por alternativas para a adubagao
fosfatada. Uma das alternativas encontradas ¢ a utilizacao de rochas naturais em associacao
com microrganismos do solo, denominados solubilizadores de fosforo (MSP). Estes
microrganismos sdo capazes de liberar fosforo solivel a partir de rochas naturais,
tornando-o disponivel para a nutrigdo da planta, solubilizando fosfatos inorganicos,
associados aos ions de Ca, Mg, Fe e Al, e também mineralizanado fosfatos organicos como

o fitato. Estudos recentes apontam que, em ensaios in vitro, os MSP proporcionam a
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liberacao de até 211mg de fosforo por litro, utilizando fosfato tricalcico como fonte de
fosforo. Além disso, estudos em campo com arroz apontam que o uso de inoculantes
poderia reduzir em até 50% o uso de adubos fosfatados.

Como proposto por Stephens & Rask, (2000) para que se possa formular e produzir
comercialmente os inoculantes ¢ necessario a integragao dos parametros fisicos, quimicos e
biolégicos, permitindo assim elevadas populagdes do microrganismo alvo e maior tempo
de sobrevivéncia. Os mesmos autores relatam que formulacdes inadequadas sao
freqlientemente as barreiras mais comuns para a comercializacao dos inoculantes.

Polimeros biodegradaveis tém sido apontados como veiculos ecologicamente
seguros, por serem degradado pela agdo de microrganismos sem causar danos ao meio
ambiente. As aplicacdes tecnologicas desses materiais normalmente requerem melhorias
em suas propriedades mecanicas. Alguns polimeros promovem o encapsulamento das
c€lulas, liberando-as apo6s a degradacdo do material no ambiente e protegendo as células
contra estresses ambientais, podendo, assim, favorecer a multiplicagdo e sobrevivéncia das
células, quando aplicados ao solo.

Neste trabalho, duas estirpes bacterianas isoladas de areas de cultivo de milho
foram avaliadas in vitro quanto a sua capacidade de solubilizar e mineralizar fosforo a
partir de fontes de fosfato insoluvel, bem como a sua sobrevivéncia em condi¢des de

armazenamento em diferentes formulagdes de inoculantes com veiculos de aplicacao.

Material e Métodos

Os microrganismos utilizados neste trabalho fazem parte da Colecdo de
microrganismos Multifuncionais da Embrapa Milho e Sorgo e foram isolados a partir de
areas de cultivo de milho. A estirpe testada denominada B1 foi isolada de solo de area de
cultivo de milho orgénico. Enquanto a segunda estirpe, B2, foi isolada de solo rizosférico
de milho cultivado em areas com baixa disponibilidade de fosforo por OLIVEIRA et al.
2009.

A capacidade de solubilizacdo de fosforo dessas duas estirpes foi avaliada
qualitativa e quantitativamente. Para a analise qualitativa, as bactérias foram crescidas em
meio caldo nutriente, sob agitacdo, a 27°C, por 6 dias. Apds este periodo de crescimento,
uma gota das suspensoes bacterianas foi inoculada em meio NIBRIP (NAUTIYAL, 1999).
A sua capacidade em solubilizar fosforo foi analisada através da formacao de halo, apds 6
dias de crescimento em temperatura ambiente. Para a andlise quantitativa, suspensdes

. , 1 . .
bacterianas, contendo 10° células mL , foram inoculadas em meios de cultura contento
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fontes organicas (RICHARDSON et al., 2001) e inorganicas (NAUTIYAL, 1999) de
fosforo e incubadas a 27°C, sob agita¢do, durante um total de 12 dias. O contetido de
fosforo soluvel (MURPHY e RILEY, 1962) e o pH do meio de cultura foram determinados
a cada intervalo de trés dias.

Para a determinacdo da sobrevivéncia em condi¢cdoes de armazenamento em
diferentes veiculos de aplicacdo, B1 e B2 foram submetidas a um teste de sobrevivéncia ou
teste de prateleira. Neste teste, as estirpes foram inoculadas (10° células ml™) em diferentes
veiculos (carvdo, turfa, carboximetilcelulose e amido) e estocadas em condigdes de
temperatura ambiente e sob refrigeragao (4°C). A contagem dos micro-organismos viaveis
foi realizada mensalmente. Para tanto, os micro-organismos foram extraidos dos veiculos
com solugdo salina (NaCl a 0,85%) e plaqueados em meio batata solido. A contagem das
coldnias foi realizada apos 2 dias de incubacdo em temperatura ambiente.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os dados foram submetidos
a analise estatistica através do teste de ANOVA e as médias foram comparadas utilizando

o teste de Bonferroni (P<0,05).

Resultados e Discussio

Na tabela 1, encontram-se os resultados da analise qualitativa da solubilizagdo de
fosforo e as caracteristicas morfoldgicas das estirpes utilizadas no trabalho. Nesta tabela
podemos perceber diferencas morfologicas entre as bactérias testadas e que ambas foram
capazes de formar halo de solubilizacdo em meio NIBRIP.

Na figura 1A, encontram-se os resultados da andlise quantitativa de solubilizagao
de fosforo. A partir desta figura, podemos afirmar que a solubilizacdo de P ¢ tempo
dependente, sendo a B2 mais eficiente na liberacdo P do que a B1, atingindo, ao final dos
12 dias de incubacdo, uma liberacdo de aproximadamente 143,85mg L' de P, nas
condig¢des de teste.

Na figura 1B, podemos acompanhar a alteracdo do pH do meio NIBRIP durante o
crescimento microbiano. Podemos perceber que, para as duas estirpes testadas, houve uma
reducdo do pH, sugerindo a producdo e liberacdo de acidos durante o periodo de
crescimento bacteriano. Ao final dos 12 dias de incubag¢do, houve uma variagdo do pH de
5.25 para 4.86 ou para 4,9, para B1 e B2, respectivamente.

Na figura 2, podemos observar os dados de liberagdo de fosforo a partir da
mineralizacdo do fitato. A partir desses resultados, podemos observar que existe uma

diferenca significativa no perfil de mineralizacao das estirpes estudadas. Enquanto, a B2
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apresenta uma liberacdo de fosforo tempo-dependente, alcangando uma liberagdo de
120,44mg L' ao final dos 12 dias, a Bl, apresenta o valor maximo de liberacdo de
55,49mg L™ de P ap6s 6 dias de incubagio.

Na figura 3, podemos observar os resultados obtidos a partir do teste de
sobrevivéncia dos microrganismos nos inoculantes em diferentes condi¢des de
armazenamento. No primeiro més, a contagem dos viaveis presentes nos inoculantes
armazenados em temperatura ambiente foi maior do que nos armazenados em refrigeragao
para todos os veiculos (P<0,05), exceto para turfa. O amido apresentou a maior contagem
de vidveis nas duas condi¢cdes de armazenamento, para Bl e B2, atingindo contagem na
casa de 10® células g”. Os veiculos que apresentaram a menor contagem de viaveis foram o
carvio e a turfa (10° células mL™), que ndo apresentaram diferenca significativa entre si e
nem entre as condi¢des de experimentacdo. No segundo més de contagem, o resultado
manteve-se semelhante ao observado durante o primeiro més.

Analisando os impactos e dificuldades associadas ao uso de fertilizantes quimicos
para a adubacao fosfatada, faz-se necessario o desenvolvimento de novas técnicas para a
correcao de solos com baixo teor de fosforo. Neste trabalho, foi demonstrada a capacidade
de duas estirpes bacterianas isoladas de areas de cultivo de milho em liberar fosforo
soluvel a partir de fontes organicas e inorganicas de fosforo e sua sobrevivéncia durante
periodos de armazenamento, visando a producao de bioinoculantes.

A liberagao de fosforo a partir da producdo de acidos organicos por micro-
organismos tém sido extensivamente estudada com a finalidade de se identificar estirpes
eficazes na solubilizagdo de fosforo. Ambas as estirpes avaliadas no presente trabalho
promoveram a acidificagdo do meio de cultura durante o seu crescimento e foram eficazes
em solubilizar foésforo, sugerindo a participagdo de Bl e B2 na produgdo de acidos
organicos importantes para este evento. Até 143,85mg L de P foram liberadas ao final de
12 dias de incubagdo, valor muito acima do encontrado por Zhang et al. (2012), que
consideraram como solubilizadores de fosforo microrganismos eficazes aqueles capazes de
liberar 57.7mg L™ de fosforo.

Além de participar da liberacdo de fosforo soltivel através da producdo de acidos
organicos, Bl e B2 se mostraram eficientes na liberacdo de fosforo a partir de fosfatos
organicos, chegando a liberar valores acima de 100mg L™ de fosforo, ao final do periodo
estudado. Este dado sugere a produgdo de enzimas envolvidas na mineralizagao de fésforo,
denominadas fosfatases. A participacao destas enzimas na mineralizagdo de fosforo por

bactérias isoladas de rizosfera foi anteriormente descrita por Oliveira et al.(2009), onde
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foram isoladas seis espécies bacterianas de solo rizosférico que apresentaram a producao
das mesmas.

O uso de inoculantes, ja bem estabelecido para a correcdo de nitrogénio, tem se
mostrado uma alternativa interessante para a adubacdo fosfatada em diversas culturas
(RAJAPAKSHA et al., 2011; HINSINGER, 2001). Para a aplica¢dao destes inoculantes, a
turfa tem sido largamente utilizada. Uma vez que a turfa ¢ um recurso natural escasso, de
dificil manuseio e composi¢do varidvel, alguns trabalhos sugerem a avaliacdo de outros
veiculos a serem utilizados para a formulagdo de inoculantes. Neste trabalho, foram
comparados turfa, carvdo, CMC e amido com a finalidade de avaliar o potencial desses
polimeros na formulacdo de inoculantes.

Os resultados obtidos a partir do teste de sobrevivéncia utilizando amido e CMC
foram iguais ou superiores aos obtidos para a turfa e o carvao, para as estirpes testadas.
Nao houve diferenga significativa entre os dados obtidos para carvao e para turfa,
sugerindo que ambos desempenham fungdes semelhantes na manutengdao da viabilidade
dos microrganismos teste in vitro. Os veiculos utilizados na forma de gel, CMC e amido,
superaram os valores de vidveis encontrados na turfa e carvdo. Estes resultados sugerem
que os microrganismos testados utilizam o carbono presente nesses polimeros para o seu
crescimento, aumentando o nimero de viaveis durante o periodo de armazenamento, assim
como o que foi descrito por da Silva et al. (2012).

A viabilidade dos microrganimos testados manteve-se relativamente estavel durante
o periodo analisado. As maiores quedas na viabilidade foram encontradas para as bactérias
inoculadas no amido sendo que para a B1 na condi¢cdo de armazenamento sob refrigeracao
(log de unidades formadoras de colonia (CFU) 7-5 g') e para B2 em temperatura ambiente
(logCFU 8-6 g'). Estes resultados sugerem que, assim como foi descrito por Silva e
colaboradores (2012), as condi¢des de armazenamento variam de acordo com a estirpe a
ser utilizada como inoculante.

De uma maneira geral, a bactéria isolada de rizosfera ¢ mais promissora do que a
isolada de solo para a produgdo de um inoculante, uma vez que esta promoveu maior
liberacao de fosforo a partir de fontes insoliiveis e também se manteve mais estavel durante
os periodos de armazenamento abordados neste trabalho. Quanto aos veiculos, nas
condigdes estabelecidas neste trabalho, o amido mais eficiente na preservacdo uma maior
quantidade de viaveis, sendo necessaria avaliagcdo em prazo maior. Com isso, podemos
afirmar que os microrganismos testados sdo promissores para o desenvolvimento de

inoculantes e apresentam uma potencial aplicagdo tecnoldgica no desenvolvimento de
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sistemas de producdo mais sustentaveis, no entanto, existem muitos outros aspectos a
serem analisados. Futuramente, caracteristicas como capacidade de adesdo, colonizacao e
producao de fitohormoénios, da B1 e B2, serdo avaliadas para continuar caracterizando a

sua aplicacdo como inoculantes em cultura de milho.
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Tabela 1. Descricbes morfologicas das colonias dos micro-organismos selecionados como
solubilizadores de P e razido halo/colonia apés crescimento em meio NIBRIP.

Identificagdo Cor Opacidade Consisténcia Razao Halo/colonia
B1 Borda branca, centro amarelo  Brilhante ~ Umida 2,269 + 0,115%
B2 Branca Brilhante ~ Umida 1,952 + 0,126*

* Erro padrdo da média de trés repeticdes.
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Figura 1. (A) Analise quantitativa de solubilizagdo de fosforo. (B) Analise da alteragdo do pH do meio
NIBRIP durante o crescimento microbiano.
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Figura 2. Analise da liberagao de fosforo a partir da mineralizago do fitato.
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