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RESUMO

A relagdo ecoldgica existente entre plantas e microrganismos ¢ bastante conhecida, no entanto,
ainda ¢ sub-explorada. Dessa forma, o objetivo desta pesquisa foi testar consorcios bacterianos
como indutores de crescimento em cultivo de feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.)
formados a partir de isolamentos de bactérias solubilizadoras fosfato (BSF) do solo rizosférico
de uma cactacea do bioma Caatinga. A amostra de solo foi analisada e foram quantificadas
bactérias heterotroficas cultivaveis (BHC) e BSF através do método de contagem padrao em
placas (CPP), utilizando agar padrao de contagem (Agar PCA) e agar extrato de levedura e
glicose (Agar GL), respectivamente. Foram isoladas 12 cepas e submetidas ao teste de
coloragdo de Gram para caracterizagao morfotintorial e testes de capacidade de solubilizagao
de fosfato férrico (FePO4). O teste de antagonismo pela técnica de estrias cruzadas foi usado
como critério na montagem dos consorcios bacterianos. Os consoércios foram introduzidos em
cultivo de feijdo-caupi realizado em casa de vegetagdo do departamento de Fitotecnia da
Universidade Federal do Ceara. Passados 45 dias de cultivo, as plantas foram avaliadas quanto
ao comprimento da parte aérea (CPA); massa seca da parte aérea (MSPA); massa seca da raiz
(MSR); e massa seca total (MST). O substrato foi avaliado quanto ao teor de P labil. As
variaveis foram submetidas a teste estatistico. As contagens de BHC e BSF apresentaram
valores de 4,62x107 e 3,475x10” UFC/g, respectivamente. Cerca de 82% dos isolados
apresentaram morfologia de bastonetes Gram-negativos e 18% de bastonetes Gram-positivos.
Dos 12 isolados capazes de solubilizar CaHPOj4 sete foram capazes de solubilizar FePOs. A
partir do teste de antagonismo foi eleito quatro consorcios bacterianos que foram induzidos no
cultivo de feijdo-caupi. Pode-se inferir, pela analise estatistica, que o consércio C4 foi mais
eficiente que os demais no acimulo de MSR e MST. Da andlise de acimulo de P 1dbil no
substrato, C3 e C4 foram os que apresentaram melhor eficiéncia para esse processo. Foi possivel
observar que os tratamentos com maiores médias de MST foram também aqueles com maiores

médias de P labil no substrato.

Palavras chave: bioprospeccao, biotecnologia, semidrido, cactacea, caatinga, leguminosa.



ABSTRACT

Ecological relationship between microorganisms and plants is well known, however it is still
under-explored. Thus, the aim of this research was to evaluate bacterial consortia as a growth
inducers on cultivation of cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp.) by phosphate-solubilizing
bacteria (PSB) of rizospheric soil of a cactus from Caatinga biome. Soil samples were analyzed
and quantified to Cultivable Heterotrophic Bacteria (CHB) and PSB by Standard Plate Count
(SPC) on Plate Count Agar (PCA) and Yeast Dextrose Agar (YDA), respectively. Twelve strains
were isolated and submitted to Gram stain and Phosphate-Ferric (FePO4) solubilization capacity
test. Antagonistic test by cross-streak technique was performed to assembly of bacterial
consortia. Bacterial consortia was introduced on cultivation of cowpea, which was performed
on vegetable house of Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal do Ceara. After 45
cultivation days, the plants were evaluated to aerial portion length (APL), aerial portion dry
mass (APDM), root dry mass (RDM) and total dry mass (TDM). The substrate was evaluated
to labile P content. Variables were submitted to statistical tests. CHB and PSB counts showed
values of 4.62x107 and 3.475x107 CFU/g, respectively. About 82% of strains were Gram-
negative and 18% were Gram-positive. Of the 12 strains capable to solubilize CaHPO4 seven
were capable to solubilize FePO4. From the antagonism test were elected four bacterial
consortia which were induced on cowpea cultivation. According to statistical tests, C4 consortia
was more efficient by BDM and TDM accumulation. From the labile P substrate accumulation
analysis, C3 and C4 consortia were showed best efficiency to this process. Therefore, it was
possible to verify that the treatments with higher TDM averages were also those with higher

labile P content in the substrate.

Keywords: bioprospection, biotechnology, semi-arid, cactus, caatinga, leguminous.
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1 INTRODUCAO

O uso irracional de compostos quimicos como herbicidas, inseticidas e fertilizantes
na producdo de alimentos tem influéncia sobre a qualidade ambiental dos solos e das aguas.
Dada a necessidade de garantir a preservagdo desses recursos ¢ importante que se tenha a
implementagdo de praticas agricolas sustentdveis como estratégia para redu¢do dos impactos
provocados pela depreciagao do equilibrio ambiental nos ecossistemas (MULETA et al., 2013;
PINEDA, 2014).

Uma importante parcela dos solos brasileiros ¢ caracterizada como 4cida, de baixa
fertilidade e deficiente em fosforo soluvel devido a sua baixa mobilidade e facil compatibilidade
com outros minerais, como o ferro e o aluminio, por exemplo. O Fosforo ¢ elemento
indispensavel para o crescimento dos vegetais, o que torna necessaria a aplicacdo de elevadas
doses de fosfatos sob a forma de adubos, contribuindo com o aumento nos custos de producao,
além de provocar impactos onde esse recurso ¢ explorado (HOLANDA et al., 1995; MOURA
etal., 2001).

Nesse contexto de sustentabilidade no campo, diversas alternativas sdo apontadas,
desde os modelos agroecologicos (SANTOS et al., 2013) ao uso de microrganismos
solubilizadores de fosfato (MSF), podendo ser usados em substituicdo a aplicagdo de
fertilizantes ricos em fosforo (PINEDA, 2014).

Atras apenas do nitrogénio, o fosforo € o segundo elemento mais importante para
as plantas. Atua em diversos processos metabolicos, sendo indispensavel nos estagios iniciais
do desenvolvimento dos vegetais (GRANT, et al., 2001; SOUTO, et al., 2009; KHAN et al.,
2010).

O aproveitamento do fosfato pelas plantas pode ser maximizado pela atuagao dos
microrganismos solubilizadores de fosfato (MSF) contribuindo para o crescimento vegetal. O
uso comercial de fertilizantes enriquecidos com MSF tem papel auxiliar no melhor
aproveitamento do fosfato presente no proprio solo (SILVA FILHO; VIDOR, 2001; OTEINO,
et al., 2015).

Por meio de interagdes entre microrganismos € plantas na regido conhecida por
rizosfera, microrganismos disponibilizam fosfato solivel para as plantas e em troca as plantas
liberam ricas fontes de carbono em especial agucares e 4cidos orgéanicos, fundamentais para o
crescimento bacteriano (KHAN, et al., 2010; CARVALHO, et al., 2016).

Conhecido como feijado-de-corda ou ainda como feijdo-macassar, o feijao-caupi

(Vigna unguiculata (L.) Walp.) € uma cultura de origem africana, tendo sido introduzida no
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Brasil pelos portugueses no século XVI no estado da Bahia (FREIRE FILHO et al., 1988). E
uma importante fonte de nutrigdo, rico em proteinas, vitaminas, aminodcidos essenciais,
carboidratos, minerais e fibras. Comercializado principalmente in natura, o feijado-caupi
representa uma importante fonte de renda, principalmente em areas do Norte e do semiarido
nordestino pela agricultura de pequeno porte, onde ainda se faz uso de técnicas tradicionais
(ANDRADE JUNIOR et al., 2002; FREIRE FILHO et al., 2011).

A regido semidrida brasileira ¢ caracterizada pelas altas temperaturas, forte
incidéncia de luz solar, sazonalidade de chuvas e solos salinos (SOARES JUNIOR, 2012).
Ocupando 11% do territorio nacional e 70% da regido semidrida, a Caatinga é composta por
uma vegetacgao caracterizada pelo pequeno porte, caducifélia, xerofolia, sendo constantemente
subestimada quanto a sua riqueza e diversidade vegetal. Sdo caracteristicas dessa regido, os
altos niveis de insolacdo e temperatura, além de escassos recursos hidricos e chuvas irregulares,
nao sendo raros, periodos longos de estiagem (GORLACH-LIRA; COUTINHO, 2007;
GONCALVES, 2011).

O uso de bactérias solubilizadoras de fosfatos pode ajudar a reduzir o uso de
fertilizantes fosfatados na agricultura, contribuindo para reducdo de custos, aproveitamento do
fosforo presente no proprio solo e a sustentabilidade dos cultivos (PINEDA, 2014).

A importancia do fésforo para o desenvolvimento dos vegetais, o feijdo como
cultura forte na agricultura familiar de subsisténcia, além das caracteristicas da regido

semiarida, justifica o uso de MSF na disponibiliza¢@o natural de fésforo para as culturas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Bactérias Solubilizadoras de Fosfato e mecanismos de solubilizacao

Os microrganismos sdo fundamentais para a realizacdo de diversos processos
bioldgicos (SILVA et al., 2011), atuam também sobre os ciclos biogeoquimicos (ADUAN;
VILELA; REIS JUNIOR, 2004) como o do fosforo. A exemplo do fosforo, alguns
microrganismos sao capazes de disponibilizar esse nutriente a partir de compostos insoluveis,
como as rochas ricas nesse elemento (CHAGAS JUNIOR et al., 2010).

Bactérias Solubilizadoras de Fosfato (BSF) sdo organismos capazes de
disponibilizar diferentes formas de fosfato insoliivel em compostos aproveitaveis pelos vegetais
por meio da produgdo de acidos organicos (RAMIREZ; GALVEZ; BURBANO, 2014) e
enzimas (CARDOSO, 1992). A interagdo entre bactérias e plantas ocorre no microbioma
conhecido por rizosfera (CARVALHO et al., 2016), onde as bactérias promovem a liberagdo do
fosfato até entdo insoltvel, enquanto as plantas disponibilizam importantes fontes de carbono
sob a forma de aglcares e 4cidos organicos essenciais ao crescimento bacteriano, além de
protecao (KHAN et al., 2010).

As Rizobactérias sdo conhecidas por construirem uma associacdo benéfica,
bactéria-planta. Esses organismos sdo caracterizados por colonizarem o sistema radicular dos
vegetais conferindo-lhes vantagem (MELO et al., 1998). Na literatura, os principais géneros
bacterianos relacionados nessas relacdes simbioticas e por atuarem na produgdo de 4cidos
organicos capazes de solubilizar fosfato, sdo: Aerobacter, Achromobacter, Agrobacterium,
Bacillus, Burkholderia, Erwinia, Flavobacterium, Rhizobium, Pseudomonas, Yarowia e
Streptosporangium (RAMIREZ; GALVEZ; BURBANO, 2014).

Para promover a solubilizacio de fosfatos, as bactérias t€ém como principal
mecanismo a redu¢do do pH do meio para valor proximo de 2,0, isso ocorre pela liberagao de
acidos organicos de baixo peso molecular (LARA; ESQUIVEL; NEGRETE, 2011). A
solubilizagdo de fosfato pelas bactérias ocorre associada ao metabolismo desses organismos,
pela decomposicao de compostos de alto peso molecular, como os carboidratos, peptideos e
lipideos (BAZIRAMAKENGA; SIMARD; LEUROUX, 1995).

Diversos tipos de acidos organicos produzidos por microrganismos sao capazes de
quelatizar fosfato, dentre eles estdo os acidos 2-cetoglucdnico, acético, adipico, butirico, citrico,
formico, fumarico, gliconico, glucdnico, indol-acético, latico, malico, malonico, oxalico,

succinico, tartarico (REYES, 1991; BABU-KHAN et al., 1995; PAREDES; ESPINOSA, 2010;
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PEREZ; DE LA OSSA; MONTES, 2012). A solubiliza¢io de fosfatos vai depender do tipo de
acido organico, do pH do meio, além da qualidade dos minerais encontrados no solo
(PAREDES; ESPINOSA, 2010).

A solubilizagdo de fosfatos realizada por bactérias produtoras de acidos organicos
pode ocorrer a partir de dois mecanismos: pela troca de acidos e pela concentragdo de acidos
no meio. Na troca de acidos, o P presente em cristais de Aluminio e Ferro sdo liberados por
meio de trocas por ions H* (ANDREWS, 1990; HALDER et al., 1990).

Um exemplo de mecanismo de solubilizacao de fosfato ocorre pela produgdo de
H>S que reage com FePOy4 presente no meio, liberando sulfato ferroso e fosforo ao mesmo
tempo (SINDHU et al., 2014).

O segundo mecanismo depende da concentracdo de acido organico no ambiente
produzidos por microrganismos, esses acidos contribuiriam para formacdo de complexos com
ions metalicos presentes na rocha fosférica (SINGH; AMBERGER, 1998).

Esses acidos tém importantes propriedades quelantes, o que favorece a formagao de
complexos insoluveis com metais, promovendo a liberacao do fosfato ligado a esses compostos
(FERNANDEZ et al., 2005). Os 4cidos organicos secretados podem dissolver o fosfato mineral

23+ o APP* associados

como resultado da troca de anions PO4s3. ou podem quelatizar ions de Fe
com fosfatos (CHAGAS JUNIOR et al, 2010) o que pode dar origem aos chamados
biofertilizantes.

Microrganismos sdo inoculados em residuos de diferentes tipos visando a
reutilizacdo de compostos organicos para produgdo de fertilizantes a partir de compostos até
entdo inacessiveis (STAMFORD et al., 2004; SILVA et al., 2011). Entre esses compostos estao
as rochas fosfatadas e potéssicas. O produto formado por microrganismos que atuam nesse
processo ¢ chamado de biofertilizante. Esse processo ainda carece de aprofundamento acerca
dos reais impactos ambientais e econdmicos, além dos organismos (bactérias, actinobactérias e
fungos) (PINEDA, 2014) capazes de realizar esses processos (SILVA et al., 2011).

No solo, a densidade de BSF ¢ muito maior que a de fungos solubilizadores de
fosfato, sendo essa densidade superada de 2 a 150 vezes (BANIK; DEY, 1983). Parte dos
organismos presentes no solo, sdo capaz de solubilizar fosfato de célcio, sendo uma minoria
capaz de solubilizar complexos fosfatados ligados a metais de ferro e aluminio (BANIK; DEY,

1983; GYANESHWAR et al., 2002).
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2.2 O fosforo no meio ambiente e na agricultura

O fosforo em minerais fosfatados ¢ facultado para a natureza a partir de processos
de intemperismo, esse processo forma minérios secundarios (SANTOS; GATIBONI;
KAMINSKI, 2008), que tem em sua composicao diferentes variedades de rocha fosfatada
(MINING, 2017). Esses minérios secundarios podem ser mais estaveis termodinamicamente,
ou incorporados a compostos organicos por processos bioldgicos (SANTOS; GATIBONI;
KAMINSKI, 2008).

A dindmica do fosforo (P) no solo pode ser dividida em duas classificagdes, fosforo
inorgénico e fosforo organico, que podem ser enquadrados ainda como P labil e P ndo-labil,
essa classificacdo ird depender do composto a qual ele estd ligado (SANTOS; GATIBONI;
KAMINSKI, 2008). O P inorganico pode ser encontrado como parte de minerais de calcio, ferro
e aluminio, formados pela agdo de precipita¢do, podendo ser liberado muito lentamente para o
meio. Esse tipo de fosforo esta presente em diversos compostos (CaHPO4, Ca(HPO4)2, FePOs,
AIPOs4, entre outros) em solugdo, cristalinos ou na forma coloidal no solo (SANTOS;
GATIBONI; KAMINSKI, 2008; BOBADILLA; RINCON, 2008).

Na forma organica ou labil, assimilavel pelos vegetais, esse nutriente estd presente
na matéria organica que se forma por meio da degradagdo microbiana de restos de animais e
vegetais (GYANESHWAR et al., 2002; PINEDA, 2014).

Os niveis de fosforo disponivel no solo estdo associados as caracteristicas
mineraldgicas do ambiente geoquimico do tipo de solo, que podem ou ndo, favorecer a retengao
dos ions fosfato, por 6xidos de ferro e aluminio promovendo uma reducao nos niveis desse
elemento em solug¢do (MENDES; REIS JUNIOR, 2003). Cerca de 1 a 10% do fosforo presente
no solo, estd imobilizado na biomassa de microrganismos (RICHARDSON, 1994). Embora
esse P ndo esteja diretamente disponivel para os vegetais, ¢ possivel compreender a dinamica
do ciclo do fosforo no solo, estando ligado a fertilidade, e as diferentes praticas agricolas, bem
como a sua sazonalidade (MENDES; REIS JUNIOR, 2003).

O ciclo do fosforo envolve as plantas, animais e microrganismos. Os vegetais o
absorvem do solo, os animais se alimentam desses vegetais e os microrganismos realizam
processos de decomposi¢ao e de reciclagem bioldgica desse nutriente que volta para as plantas
e animais. Além disso, ocorrem também reacdes de sor¢do pelas argilas, 6xidos e hidroxidos
presentes no solo (STEVENSON, 1994).

Com o uso da terra para cultivo, esse ciclo ¢ alterado, dada adicdo de adubo e

também pela retirada em virtude da colheita. Processos de desgaste, mau uso das areas
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produtoras, erosao e percolagdo também podem ter efeitos sobre o ciclo do P provocando sua
deficiéncia no solo (STEVENSON, 1994; KLEIN; AGNE, 2012).

No metabolismo vegetal, P ¢ componente essencial em moléculas organicas de
adenosina difosfato e adenosina trifosfato, importantes para o armazenamento e transferéncia
de energia nos vegetais. Também ¢ um importante componente estrutural de nucleotideos,
fosfolipidios, fosfoproteinas e coezimas. Essas caracteristicas impdem condi¢des limitantes ao
desenvolvimento dos vegetais, principalmente na fase inicial (HAVLIN et al., 2004; SOUTO
et al.,2009).

O Brasil € o sexto maior produtor de fosfato mineral, sendo também o quarto maior
importador de adubo NPK, o que representou mais de 8 milhdes de toneladas em 2016.
Tamanha demanda se da em decorréncia da escassez do nutriente no solo, que ¢ indispensavel
para alguns vegetais (KHAN et al., 2010; ANDA, 2017;).

Segundo Holanda et al. (1995), o foésforo é o macronutriente mais aplicado em
adubagoes no Brasil, devido sua caréncia no solo dada sua baixa mobilidade e alta afinidade
por minerais de ferro e aluminio, por conta disso, as plantas acabam entrando numa
“competi¢ao” por esse nutriente.

O uso excessivo de adubos ricos em fosforo nas areas agricolas pode provocar a
eutrofizagdo em cursos d’agua. Embora o P tenha uma baixa mobilidade no solo, o transporte
desse elemento dos sistemas terrestres até os recursos hidricos pode se dar, principalmente, de
duas formas, a primeira por escoamento superficial e a segunda por percolacdo no perfil
(SHARPLEY; HALVORSON, 1994; KLEIN; AGNE, 2012).

Segundo Cordell e Neset (2014), as fontes de P sdo limitadas e tendem ao
esgotamento se nao houver uma gestdo sustentavel desse recurso que garanta sua
disponibilidade a longo prazo para as futuras geragdes. Por se tratar de elemento essencial ao
desenvolvimento de qualquer organismo, o uso racional desse recurso ¢ fundamental para a
continuidade da vida no planeta.

Alguns fatores chamam a aten¢do a cerca da disponibilidade do fosforo, como: o
incessante crescimento populacional global, que ainda neste século deve atingir os 9 bilhdes de
habitantes aliado a um aumento na qualidade nutricional nos paises em desenvolvimento da
Africa e da Asia, além do fato de que o fosforo é um elemento nio renovavel limitado, ndo
podendo ser substituido nos fertilizantes. E imprescindivel que novas solu¢des sejam
encontradas a fim de garantir a producdo alimenticia eficiente, o consumo e a recuperagao desse

elemento, além da sustentabilidade (CORDELL; NESET, 2014; CARVALHO et al., 2016).
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2.3 Feijao-caupi

A producao mundial de feijado em 2013 foi de 23,1 milhdes de toneladas, tendo o
Brasil como responsavel por 12% desse volume, se qualificando como o terceiro maior produtor
do grio, atras apenas de Myanmar (16,4%) e da India (15,7%) (FAO, 2015). Apesar das
oscilagdes na produtividade nos ultimos trés anos, para 2017 a expectativa ¢ de alta. O total
estimado para a safra do grao no ano de 2017 ¢ de 3.327,8 mil toneladas, distribuido em: 2.122,8
mil de cores, 669,2 mil toneladas de feijao-caupi e 536,1 de preto (CONAB, 2017).

Comumente chamado de feijao-de-corda ou feijdo-macassar, o feijao-caupi (Vigna
unguiculata (L.) Walp.) é originario da Africa e foi introduzido no Brasil na segunda metade
do século XVI pelos colonizadores portugueses no Estado da Bahia (FREIRE FILHO, 1988).

O feijao-caupi apresenta diversos cultivares, fruto de pesquisas de melhoramento.
Com o objetivo de melhorar a produgdo e atender as expectativas do mercado, alguns cultivares
sdo recomendados para cada regido, para o Ceard, por exemplo, os cultivares recomendados
sao Jodo Paulo II, EPACE-10, EPACE-11 e o Setentao (FREIRE FILHO; RIBEIRO;
BANDEIRA, 1997). Este ultimo tem como principais caracteristicas morfologicas o porte semi-
ramador, um ciclo de 60-70 dias, produtividade média de 800kg/ha no sistema de sequeiro e
1200kg/ha no sistema irrigado (FREIRE FILHO; RIBEIRO; BANDEIRA, 1997; PAIVA et al.,
2017).

E caracteristico do caupi alta capacidade de adaptacio a condicdes de estresses
hidrico, salino e térmico (MARTINS; NEVES; RUMJANEK, 1997), além de elevados teores
nutritivos e baixos custos de producao, o que justifica o cultivo por parte de pequenos € médios
produtores (LIMA et al., 2007).

No que se refere a disponibilidade hidrica, a planta deve dispor de no minimo 300
mm durante todo o ciclo vegetativo para que se tenha o bom desenvolvimento do cultivar. Da
temperatura, a faixa ideal oscila de 20 a 30°C. Temperaturas superiores a 35°C prejudicam a
floragdo provocando aborto espontaneo das flores, além disso, ocasiona também a retengao das
vagens na planta e reduz consideravelmente a quantidade de graos por vagem. Ja condigdes
inferiores a 19°C comprometem a produtividade e retardam o desenvolvimento com o aumento
do ciclo vegetativo (CAMPOS; SILVA; SILVA, 2010). A salinidade do solo pode ou ndo estar
diretamente ligada a qualidade da agua usada para irrigacdo. O grau de tolerancia da planta ao
estresse salino varia de acordo com os genotipos (DANTAS et al., 2002). Segundo Lima et al.
(2007) os niveis de salinidade afetam o desenvolvimento da planta negativamente, existindo

uma relagdo linear entre crescimento vegetativo e teor de salinidade.
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O feijao-caupi ¢ tradicionalmente cultivado no Nordeste brasileiro, em especial nas
areas semiaridas, juntamente com outras culturas anuais em regime de solteiro ou consorciado
(principalmente ao milho ou algodao) (CAMPOS; SILVA; SILVA, 2010; FREIRE FILHO,
2011). O cultivo de caupi ¢ geralmente realizado por pequenos e médios produtores,
constituindo-se em fonte de renda e subsisténcia. Em virtude do baixo emprego de infraestrutura
tecnificada, o cultivo ¢ feito durante o periodo de chuvas (LIMA et al., 2007; FREIRE FILHO,
2011).

Nos ultimos 20 anos a cultura passou por diversos processos de melhoramento
buscando aumentar a capacidade adaptativa da planta as condi¢des de clima, o que acabou
atraindo o interesse de produtores do Centro-Oeste, onde o cultivo ocorre principalmente na
entre safra sendo realizado em larga escala desde 2006. A cultura tem migrado também para
regides agricolas dos Cerrados do Norte, Nordeste e Centro-Oeste, por ser compativel com o
sistema de rotagdo de culturas e o regime pluviométrico das regides (FREIRE FILHO, 2011).

No Centro-Oeste a produgao de feijao deu um salto, saindo de 3.759 toneladas, em
2006, chegando a 104.349 toneladas, em 2009, o que representou para o periodo uma
produtividade média anual de 960 kg/ha™!, grandeza muito maior que a média nacional de 369
kg/ha! para 0 mesmo periodo (FREIRE FILHO et al., 2011).

Diversos fatores limitam o aumento da area plantada com caupi, um deles € a baixa
produtividade por hectare, que oscila de 300 a 400kg/ha. Embora isso ocorra devido ao baixo
nivel tecnologico aplicado aos sistemas de cultivo, existe também a necessidade de tecnologias
voltadas para promogao da fixagdo de nitrogénio, realizado pela associa¢do entre essas plantas
e bactérias (MEDEIROS et al., 2007). Além disso, o solo brasileiro apresenta deficiéncia de
nutrientes no solo, como o fosforo, constituindo-se em limitante ao desenvolvimento dos
cultivares (HOLANDA et al., 1995; MOURA et al., 2001). Quando dispde de nutrientes, a
cultura tem potencial produtor de até 6.000kg/ha (FREIRE FILHO et al., 2005).

O nitrogénio € o principal elemento mais requerido para o desenvolvimento da
cultura do feijao, seguido do fésforo e do potdssio. O fosforo € um nutriente essencial ao
desenvolvimento da cultura do feijdo, sua deficiéncia provoca alteragdes na coloracdo das
folhas com queda prematura, o caule torna-se mais curto e fino, as vagens apresentam ma
formagcdo com reduzido nimero de graos, provocando retardo no tempo de colheita

(ROSOLEM; MARUBAYASHI, 1994; ANDRADE JUNIOR et al., 2002; KHAN et al., 2010).
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2.4 Agroecologia

A agroecologia surgiu como ciéncia a partir da década de 1970, funcionando como
suporte tedrico em face aos diferentes tipos de agricultura alternativa. Tem papel preponderante,
pois funciona como uma resposta aos movimentos opostos a uma nova agricultura integrada ao
meio ambiente (ASSIS; ROMEIRO, 2002).

Tendo por objetivo a aplicagdo de praticas e técnicas produtivas ecologicamente
sustentaveis, a agroecologia abre um paradigma, ao valorizar o conhecimento de todos: do
homem do campo aos cientistas, indigenas, agronomos entre outros, propondo alternativas em
substitui¢do as praticas predadoras tipicas da agricultura convencional (LEFF, 2002).

A agroecologia procura o desenvolvimento sustentavel na agricultura (SILVA et al.,
2013) funcionando como uma técnica fundamental de apoio a transi¢ado dos modelos atuais de
agricultura convencional para uma agricultura sustentdvel (CAPORAL; COSTABEBER,
2004). Esse modelo de ciéncia reconhece os processos naturais de forma equilibrada com as
questdes humanas (justi¢a social, saide ambiental, viabilidade econdmica), respeitando as
diferengas entre os povos e suas geragdes (GLIESSMAN, 2001).

A agricultura alternativa procura valorizar, reconhecer e difundir o conhecimento
tradicional, rejeitando o uso abusivo de insumos agricolas industrializados. Esse pensamento
encontra-se alinhado com a ruptura da monocultura e a ideia de novas praticas de produgao,
aliado ao reconhecimento da importincia das relagdes ecoldgicas nos sistemas agricolas para a
reducdo de insumos externos ao agroecossistema. Essa ideia de ruptura com a forma de fazer
agricultura tradicional tem tido uma aceitacao cada vez maior no mercado (ASSIS; ROMEIRO,
2002).

Diferente do que foi citado acima, diversos passivos ambientais e sociais podem ser
atribuidos a agricultura convencional (FOLEY et al., 2011), sendo caracterizada pela alta
dependéncia por insumos externos, tais como os fertilizantes e os agrotoéxicos (ADL; IRON;
KOLOKOLNIKOV, 2011). As diferencas entre os sistemas de producdo agroecologicos € os
convencionais estdo no apelo social e ambiental, ja que as relagdes homem-natureza e homem-
homem tornam-se cada vez mais estreitas (PADOVAN, 2006). Essa relagdo mais harmonica
tem encorajado os produtores a substituir suas praticas de cultivo convencional, por praticas
mais sustentaveis (PANZENHAGEN et al., 2008).

Diversas correntes de producdo agricola alternativa tomaram os principios
agroecologicos como base de seu desenvolvimento, isto €, priorizar a preservacao dos espacos

naturais, estimular a reciclagem de nutrientes e conservar a biodiversidade (SANTOS et al.,
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2013). Entre essas correntes estdo a agricultura biodinamica, agricultura ecoldgica, agricultura
natural, agricultura biologica, a permacultura e a agricultura organica, cada uma com suas
caracteristicas como apontada na Tabela 1 (CAMPANHOLA; VALARINI, 2001; ASSIS;
ROMEIRO, 2002; BARBOZA et al., 2012).

Tabela 1 - Caracteristicas dos principais sistemas alternativos de produg@o de base agroecoldgica

Sistema alternativo Caracteristica
Agricultura Natural Método no qual o sistema de produgao toma a natureza como
modelo.
Agricultura Bioldgica Trabalha o processo de compostagem na superficie do solo.
Permacultura Associa praticas antigas com as modernas, na busca de
construir um modelo de produ¢do ecologico.
Agricultura Organica Baseia-se na rotacdo de culturas, manejo e fertilizagdo do

solo, além do manejo da matéria organica como geragdo de
boa fertilidade e estruturag¢ao do solo.

Agricultura Biodinamica Possui ligagdo direta entre a natureza e as forg¢as cosmicas,
tratando a unidade produtiva como um organismo unico em
harmonia com o seu habitat, utilizando-se dos preparados
Biodinamicos, elaborados com plantas medicinais, esterco e
silicio.

Fonte: Upnmoor (2003), adaptado em Santos (2013).

Enquanto na agricultura convencional os impactos ambientais gerados pelo uso de
fertilizantes quimicos e os agrotoxicos sdo ignorados, nos sistemas alternativos com base
agroecologica essa preocupacdo € preponderante (SANTOS et al., 2013).

Dentre os sistemas alternativos, se destaca a agricultura organica como forma de
cultivo que melhor se preocupa com a manuten¢do da qualidade do meio ambiente, bem como
dos alimentos produzidos. Desloca-se da agricultura convencional, por manter o sistema de
forma equilibrada e livre de exageros (SANTOS et al., 2013). E o sistema de producio mais
conhecido no mercado, sendo tratado como sindnimo para os demais sistemas de base

agroecologica (ASSIS; ROMEIRO, 2002; BARBOZA et al., 2012; SANTOS et al., 2013).



24

3 OBJETIVOS

Objetivo geral

e Desenvolver consorcio bacteriano capaz de solubilizar fosfato insoltvel presente no
solo, de forma a influenciar positivamente na cultura do feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.)

Walp.), no desenvolvimento econdmico e sustentavel dessa atividade agricola.

3.1 Objetivos especificos

e Isolar bactérias solubilizadoras de fosfato a partir de uma cactacea do género Cereus sp.
presente em area degradada do bioma caatinga;

e Testar a capacidade de produzir exopolissacarideos por meio da agregacao in vitro;

e Avaliar in vitro a capacidade antagonica dos isolados e a partir disso montar consércios
bacterianos para indugdo em espécie vegetal cultivada in vivo;

e Introduzir os consorcios bacterianos em cultivo de feijdo-caupi e avaliar a eficiéncia

desses consorcios em disponibilizar fosfatos 1abil em casa de vegetacao.
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4 METODOLOGIA

4.1 Coleta e processamento da amostra

Foi coletada no municipio de Irauguba (Ceard), uma amostra de solo rizosférico de
uma cactacea do género Cereus sp., a uma profundidade de 20cm em relacdo a superficie. Apos
a coleta, a amostra foi armazenada a temperatura ambiente e transportada até o Laboratério de
Microbiologia Ambiental ¢ do Pescado — LAMAP/UFC, onde foram realizadas posteriores

analises conforme descritas a seguir.

4.1.1 Quantificacdo e Isolamento das Bactérias Heterotrdficas Cultivaveis (BHC)

A quantificagdo das BHC foi feita pelo método de Contagem Padrao em Placas
(CPP), pela técnica de Pour Plate, onde dez gramas (10g) das raizes da cactdcea foram
homogeneizados, sob agitacdo, com 90 mL de solugdo salina a 0,85%, a partir dessa etapa foram
feitas dilui¢des seriadas até a diluigdo 107. Aliquotas de 1mL das dilui¢des foram inoculadas
em placas de Petri, em duplicata, e cobertas com o0 meio de cultura Agar Triptona de Soja (TSA),
incubadas em estufa a 35°C por 48h (DOWNS; ITO, 2001). Apds o periodo de incubagdo, as
placas com numero de colonias entre 25 e 250 foram contadas e os resultados expressos em
unidades formadoras de colonias por grama de rizosfera. Colonias que apresentavam
pigmentacdo e/ou maior tamanho em relagdo as outras foram selecionadas sobre o meio de

cultura, pescadas e inoculadas em novo TSA para isolamento, estoque e purificacao.

4.1.2 Quantificacdo e Isolamento das Bactérias Solubilizadoras de Fosfato (BSF)

A quantificacao das BSF se deu a partir de indculos das dilui¢gdes seriadas (descrito
no item anterior) em meio de cultura seletivo GL (Glicose-Levedura) descrito por Sylvester-
Bradley et al. (1982). Para composi¢do do meio GL foram usadas 10g de glicose; 0,5g de extrato
de levedura e 15g L™! de 4gar, com adigdo de KxHPO4 (10%) e de CaCl, (10%) a fim de formar
o precipitado insolivel de CaHPO4. A técnica de inoculagdo das amostras diluidas foi Spread
Plate. As amostras foram incubadas a 35 °C por 72 horas. Foram contadas as coldnias crescidas
formando halos transparentes ao redor, indicando a solubilizagdo do fosfato disponivel. Apods a

contagem foram selecionadas seis colonias que apresentavam caracteristicas mais diversas
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(tamanho, pigmentac¢do, forma). As colonias foram pescadas e inoculadas em TSA estoque para

purificacao.

4.1.3 Bactérias solubilizadoras de fosfato férrico

As cepas pertencentes ao grupo das heterotroficas e das solubilizadoras de fosfato
de calcio isoladas da amostra de solo rizosférico foram testadas quanto a capacidade de
solubilizar FePOg4 (fosfato férrico) em meio so6lido como descrito por Gadagi e Sa (2002).

As cepas foram transferidas para tubos de ensaio contendo meio TSA,
permanecendo em estufa bacterioldgica a 35°C por 24h. Passado esse periodo, as cepas puderam
ser inoculadas em placas de petri contendo: sacarose, 10g; NaCl, 0,1g; MgSOs, 0,5g; extrato de
levedura, 0,2g; NH4Cl, 0,5g; MnSO4.H20, 0,1g; FePO4, 2g; bromocresol verde 0,5%, onde
permaneceram em estufa a 35° C por 48h. A solubilizagdo de fosfato férrico pelas bactérias, foi
verificada a partir da redugdo do pH do meio partindo do pH neutro (coloragdo verde) para o

acido (coloragao amarela).

4.2 Coloracao de Gram

A técnica de coloragdo de Gram tem como finalidade verificar as caracteristicas da
parede celular dos isolados bacterianos seguindo protocolo descrito por Levy (2004).

Por meio da coloragdo de Gram ¢ possivel dividir as células bacterianas em dois
grandes grupos, em Gram positivas e Gram negativas. O teste envolve os seguintes processos:
esfregaco das bactérias em lamina de vidro. Imersdo das laminas em solucdo corante Cristal
Violeta por um minuto. Passado um minuto, as ldminas sdo rapidamente lavadas em agua
destilada corrente e imersas em solugdo de Lugol por um minuto. Passado esse periodo, as
laminas sdo imersas em solugdo de alcool-acetona por aproximadamente 15 segundos e lavadas
com agua destilada corrente. Depois de lavadas em 4gua destilada corrente, as ldminas sdo
imersas em soluc¢do Safranina por 30 segundos e lavadas em 4gua destilada corrente. Depois de
secas, ¢ adicionada uma gota de 6leo de imersdo sobre a superficie das laminas, de forma a
possibilitar a observagdo em microscopio optico, objetiva de imersao (100x), onde a morfologia
e a parede coragdo da parede celular podem ser classificadas e diferenciadas em Gram positivas

e Gram negativas.
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4.3 Teste de aderéncia a superficie do vidro (TAV)

O protocolo descrito a seguir foi adaptado de Christensen et al. (1985). As cepas
foram inoculadas em TSA a 35°C por 24h. Em sequéncia, os indculos foram transferidos para
tubos de ensaio em triplicata contendo 4mL de Caldo Triptona de Soja (TSB) e levados a estufa
bacteriologica onde permaneceram a 35°C por 48h.

Ap0s o periodo de crescimento bacteriano, os caldos foram descartados e o interior
dos tubos lavado com agua destilada por trés vezes. Em seguida, os tubos foram colocados para
secar na posicdo invertida com a boca para baixo em temperatura ambiente. Depois de secos,
foi adicionado safranina 0,1% por um minuto em cada tubo. A solugdo foi removida, os tubos
foram lavados com 4agua destilada para retirar o excesso de corante e invertidos para secagem.

Para o teste foi considerada agregacdo positiva quando ocorreu a formacao de
biofilme na parede dos tubos evidenciados pelo corante. A bactéria Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853) foi usada como controle positivo. A capacidade das bactérias aderirem ao tubo
de vidro foi classificada em:

Ausente — nenhum dos tubos apresentou formacao de biofilme;
Fraca — apenas um tubo apresentou formagao de biofilme;
Média — dois tubos apresentaram formacgao de biofilme;

Alta — os trés tubos apresentaram formacao de biofilme.

4.4 Conduciao do teste de antagonismo in vitro

Foi feito um inoculo, em posi¢do central, sentido vertical, na superficie da placa
com meio TSA com uma das cepas testadas. Em seguida, foram feitos quatro indculos
perpendiculares a primeira estria mantendo uma distancia de aproximadamente 0,5cm. As
placas permaneceram a 35°C por 24h em estufa bacteriologica. A atividade antagonica foi
observada através da inibicdo do crescimento das culturas estriadas. Cepas que nao
apresentavam inibi¢cdo de crescimento na proximidade de outra foram consideradas negativas
no teste de antagonismo. Nao antagonismo e solubilizacdo de fosfato férrico foram os critérios

usados para composi¢ao dos consdrcios bacterianos.
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4.5 Conducao dos ensaios in vivo

Os ensaios in vivo foram conduzidos em casa de vegetacao do Departamento de
Fitotecnia (UFC) durante os meses de setembro e outubro de 2017.

As etapas do ensaio in vivo compreenderam a esterilizagdo do substrato,
desinfeccao dos vasos ¢ das sementes.

O substrato foi composto por areia grossa e vermiculita expandida. A areia grossa
foi lavada em agua corrente para remocao da argila. Apds lavagem, a areia permaneceu em
secagem ao sol por trés dias. Passado esse periodo, a areia grossa foi misturada com vermiculita
na proporg¢ao de 2:1, respectivamente. A mistura dos substratos foi autoclavada a 121°C por 1
hora em sacos plasticos de rafia. Apds autoclavagem a mistura foi mantida em descanso por um
periodo de 15 dias.

Os vasos, onde os cultivos foram realizados, foram lavados em agua corrente,
imersos em solucdo de hipoclorito de sodio (NaClO) 0,5% por 24 horas, posteriormente, foram
enxaguados com agua para remocao do excesso do NaClO.

As sementes de feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) variedade Setentao,
foram desinfetadas por imersdo em alcool 95% durante 3 minutos. Em seguida, as sementes
passaram por lavagens sucessivas em agua destilada estéril. Apds o enxague, procedeu-se um
novo tratamento em solugao de NaClO 5% por 3 minutos e por fim, as sementes foram lavadas
abundantemente em dgua destilada estéril.

Ap6s a desinfec¢do do substrato, vasos e das sementes, deu-se inicio a etapa de
plantio. Onde os vasos foram preenchidos com um volume aproximado de 3L de substrato e em
seguida foram semeadas cinco sementes de feijdo-caupi por vaso. ApoOs sete dias de
crescimento, foi feita uma observagao visual das plantas germinadas, seguido do desbaste. Em
cada vaso foram retiradas as plantas menores e sem uniformidade de folhas, permanecendo
apenas uma planta no vaso.

O experimento foi dividido em seis conjuntos de cinco vasos. Dois conjuntos foram
classificados como tratamento adubado (NT) e tratamento sem adubacao (SN). Nenhum desses
dois tratamentos recebeu consdrcio bacteriano e apenas ao primeiro foi adicionado
semanalmente 40mL de solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950), sendo ambos irrigados
diariamente. Outros quatro conjuntos receberam diferentes consorcios bacterianos.

Sete cepas foram avaliadas, distribuidas em quatro consorcios, contendo trés cepas,
cada. Os consorcios foram testados em réplicas de cinco vasos contendo substrato e feijdo-caupi

(Vigna unguiculata (L.) Walp.).
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Aos conjuntos de vasos que receberam os consorcios bacterianos foi adicionada,
semanalmente, solucdo nutriente livre de fésforo soluvel (HOAGLAND; ARNON 1950),
contudo, uma segunda solucdo rica em fosfato férrico a 0,5% passou a ser administrada junto a

soluc¢do nutritiva.

4.6 Inoculante

As cepas que compdem os consorcios foram ajustadas de acordo com a escala de
McFarland (0,5nm), feito o ajuste, o consoércio foi montado aplicando-se aliquotas de ImL de
cada cepa em tubos tipo falcon estéril, totalizando 3mL, que foram adicionadas aos vasos apos
oito dias de semeadura, com exce¢do dos tratamentos que nao receberam nenhum tipo de

inoculante (NT e SN).

4.7 Variaveis analisadas

Foi analisado o comprimento da parte aérea (CPA); massa seca da parte aérea
(MSPA); e massa seca da raiz (MSR); massa seca total (MST), também foi determinado o
fosforo 1abil presente no solo pelo método Carolina do Norte (Embrapa Solos). Os dados serdao
submetidos a analise de variancia, e para isso foi usado o software estatistico Past3 versdo beta,
ao nivel de 5% de confian¢a, no qual foram realizados os testes de comparagdo de médias pelo

teste de ANOVA, seguido do teste Tukey’s.

4.7.1 CPA, MSPA, MSR, MST e fosforo labil

O comprimento da parte aérea foi obtido a partir de medidas do colo até o apice da
planta. Massa seca da parte aérea e massa seca da raiz foram obtidas apds o acondicionamento
das amostras de parte aérea e raizes em estufa a 75°C até que atingissem peso constante. Massa
seca total foi obtida somando os resultados de MSPA e MSR.

A extragio de P labil das amostras foi realizada no Laboratorio de Solo e Agua
(Convénio UFC/FUNCEME) do departamento de solo da UFC pelo método Meilich-1 ou
Carolina do Norte. O substrato foi analisado apds o cultivo e para isso foram coletadas 3
amostras de 100g de cada tratamento mais trés amostras de substrato nao cultivado. O substrato

foi seco, peneirado (peneira de 2mm) e pesado. Foi adicionado 50mL da solugdo de Meilich-1
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(0,0125 mol L' de H2SO4 e 0,050 mol L' de HCI) em 5g da amostra e mantidos sob agitag¢io
por 15 minutos seguido de repouso por 24 horas para formagao do extrato.

Apo0s o periodo de repouso, fragcdes de SmL do extrato foram transferidas para um
Becker, no mesmo recipiente foram adicionadas 5SmL de mobilidato de amonia e
aproximadamente 1mL de &cido ascorbico. A solu¢do foi mantida em repouso por 30 minutos.
Passado esse periodo as amostras foram lidas em espectrofotdmetro com leitura de absorbancia
de 660nm.

A curva de absorbancia foi preparada usando cinco amostras de fosforo labil em

concentragdes conhecidas de 1 a Sppm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacio da area da coleta da amostra

A coleta da amostra de solo rizosférico de uma cactacea do género Cereus sp.
ocorreu no municipio de Irauguba, Ceara (93° 42’ 16.10070; 4° 6° 29.853”S) (Figura 1). E
caracteristico da regido o clima tropical quente semidrido, temperaturas entre 26° ¢ 28°C com
baixo indice pluviométrico médio (IPECE, 2014). As classes de solo predominante sdo:
Planossolos Haplicos solodicos e natricos. Esses solos se caracterizam por serem
imperfeitamente ou mal drenados, apresentam também um horizonte “A” pouco profundo em
relacdo ao horizonte “B”, que por sua vez ¢ argiloso, conferindo uma permeabilidade lenta a
muito lenta provocando acimulo de sais que tentem a prejudicar o crescimento dos vegetais

(MARIN, 2012).

Figura 1 — Ponto de coleta da amostra de solo rizosférico
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Para além das caracteristicas de solo e vegetagdo, a area encontrava-se sob intenso
uso como pasto e silvicultura, apesar de estar em evidente processo de desertificagdo, onde
segundo Barbosa et al. (2005), esse processo ¢ acelerado pela agdo do homem, através da
utilizacao de praticas inadequadas, trazendo consequéncias danosas para a terra € para quem

dela tira o sustento.

5.2 Contagem Padrao em Placa (CPP)

A densidade populacional das Bactérias Heterotroficas Cultivaveis (BHC)
associadas a raiz da cactidcea do género Cereus sp. foi de 4,62x10’UFC/g e a densidade
populacional de Bactérias Solubilizadoras de Fosfato (BSF) foi de 3,475x10"UFC/g. A relagdo
BHC/BSF observada foi proxima a 75% (Tabela 2). Significa que inseridas no universo da
populacdo bacteriana mesofila encontra-se uma importante parcela de microrganismos com

capacidade especifica de solubilizar fosfato.

Tabela 2 — Densidade de BSF e BHC isoladas de solo rizosférico de cactacea da caatinga

Relaciao
Meios de Cultura N°x 107 UFC/g
BHC/BSF
Bactérias Solubilizadoras de Fosfato 3,47 75,1%
Bactérias Heterotroficas Cultivaveis 4,62 24.9%

Fonte: o autor.

A densidade bacteriana heterotrofica observada foi superior ao descrito por outros
estudos conduzidos em ambientes de semidrido, como o exposto por Lima ef al. (2014), onde
foi observada densidade de 5,0x10° UFC g! no solo coletado de caatinga natural e de 6,3x10°
UFC g'! em 4rea de carrasco. Superior também as quantidades encontradas por Gorlach-Lira e
Coutinho (2007) com contagens de 5,0x10% UFC g™! para BHC do solo da caatinga.

Para densidades de bactérias solubilizadoras de fosfato, este trabalho apresentou
resultados superiores ao observado por Lima et al. (2014) ao quantificar BSF em solo da
caatinga no municipio de Aiuaba (Ceard), em area conservada e em vegetagdo de carrasco,
registraram densidades de 2,5x10°UFC/g! e 1,0x10°UFC/g’!, respectivamente, menores ao
apontado por este estudo.

A concentragdo e disponibilidade microbiana no solo varia de acordo com a
localizacdo geografica, a temperatura, caracteristicas do solo, pH, teores de matéria orgéanica e

umidade (ARIFUZZAMAN; KHATUN; RAHMAN et al.,2010). Concentragdes mais elevadas



33

de BSF no solo permite inferir que maiores sdo as concentragdes de P insoluvel (LIMA et al.,
2014). A pouca informagdo sobre a densidade de microrganismos em solos secos,
principalmente da caatinga, ¢ fator limitante em estudos comparativos (GORLACH-LIRA;
COUTINHO, 2007; LIMA et al., 2014).

O fosfato no solo da caatinga encontra-se na sua forma inorganica, ou seja, nao
acessivel as plantas. A importancia da presenca das bactérias solubilizadoras de fosfato no solo
estd diretamente relacionada com a disponibiliza¢cdo do nutriente na sua forma orgénica que ¢
assimilavel por vegetais (CARVALHO et al., 2016).

Nas colonias crescidas em meio GL destacam-se aquelas com caracteristicas
distintas, com presenca de halo indicando a solubilizacdo do precipitado de CaHPO4 contido

no meio (Figura 2) (SOUCHIE; ABBOUD, 2007; KHAN et al., 2010).

Figura 2 — Presenca do halo de solubilizagdo de P ao redor de colonia crescida em meio GL.

Fonte: O autor.

De acordo com Di Simine ef al. (1998), € possivel observar a presenga de bactérias
solubilizadoras de fosfato inorganico pela formagao de um halo de solubilizacdo transparente
em torno da colOnia, resultante do consumo do fosfato adicionado ao meio de cultura, em

contraste com o meio opaco.

5.3 Coloraciao de Gram

Os resultados dos testes de caracterizacao fenotipica estdo expressos na Tabela 3.
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A coloragdo de Gram ¢ amplamente utilizada para verificar a morfologia e a pureza
dos isolados. As bactérias heterotroficas cultivaveis apresentaram morfologia de bastonete curto
Gram-negativa. As bactérias isoladas do meio especifico para solubilizadoras de fosfato
apresentaram morfologia de bastonetes Gram-negativos e bastonete Gram-positivo com
formagao de esporos. A formagao de esporos permite a esses organismos resistir a solos secos

por longos periodos (CHEN ; ALEXANDER, 1973).

Tabela 3 — Morfologia, coloragdo de Gram, teste de antagonismo e solubiliza¢do de fosfato férrico das cepas

isoladas da raiz da planta Cereus sp.

Estirpe Morfologia/Gram TAV FePOg4
BHC1 Bastonete/Gram-negativo Forte +
BHC2 Bastonete/Gram-negativo Forte +
BHC3 Bastonete/Gram-negativo Fraca +
BHC4 Bastonete/Gram-negativo Forte +
BHCS Bastonete/Gram-negativo Forte +
BHCo6 Bastonete/Gram-negativo Forte +
BSF1 Bastonete/Gram-positivo Forte +
BSF2 Bastonete/Gram-positivo Forte -
BSF3 Bastonete/Gram-negativo Forte -
BSF4 Viavel, mas nao cultivavel * *
BSFS Bastonete/Gram-negativo Forte +
BSF6 Bastonete/Gram-negativo Forte -

BHC: bactéria heterotrofica cultivavel; BSF: bactéria solubilizadoras de fosfato; TAV: Teste de agregacdo em

vidro; + Solubilizadora de FePOy; - Nao solubilizadora de FePO4; * Sem resultado.

5.4 Bactérias solubilizadoras de fosfato férrico

A alta relacio BHC/BSF presente na amostra resultou em um novo teste para
verificar quais cepas do controle também seriam capazes de solubilizar fosfato férrico,
aumentando assim, o nimero de cepas que poderao ser usadas nos futuros ensaios.

Todas as cepas do controle e duas cepas isoladas do meio GL (meio teste para
solubilizacdo de fosfato de calcio (CaHPOs4) foram capazes de solubilizar fosfato férrico. O

resultado positivo pdde ser verificado pela mudanca da coloragdo do meio em virtude da
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reducdo do pH (Figura 3; Tabela 3). O meio em pH neutro tem coloracdo verde, quando
acidificado adota colora¢do amarela, quando basificado adota o tom azul.

Os resultados desse experimento se aproximam dos obtidos por Silva Filho e Vidor
(2000), onde a maioria dos isolados apresentou capacidade de solubilizar fosfato ligado ao
calcio, mas ndo ¢ capaz de, a0 mesmo tempo, solubilizar fosfato férrico. Isso ocorre em funcao

da baixa solubilidade do FePO4, em relagdo do CaHPOa.

Figura 3 — Meio teste para solubilizagdo de fosfato férrico.

Fonte: O autor.

5.5 Teste de aderéncia ao tubo de vidro (TAV)

Outra caracteristica testada para os isolados do solo rizosférico da raiz da cactacea
foi a capacidade de aderéncia a superficie por meio do teste de agregacdo em vidro
(CHRISTENSEN et al., 1985). Os resultados do teste foram classificados em ausente, fraco,
médio ou forte para formacao de mucilagem. Apenas uma cepa apresentou resultado fraco no

teste (Tabela 3).



36

A habilidade de secretar compostos exopolissacarideos também estd ligada a
capacidade adaptativa dessas células a resistirem a ambientes de baixa umidade, permitindo
que sobrevivam a essa condicdo (Figura 4). Aliada a isso, bactérias com essa capacidade, podem
auxiliar vegetais a sobreviverem a condicdes de estresse hidrico (NOCKER et al., 2012;

ROPER et al., 2007).

Figura 4 — Teste de agregacao ao tubo de vidro

Fonte: O autor.

5.6 Teste de antagonismo in vitro

O antagonismo ou ndo existente entre as bactérias pode ser observado em placa de
petri, sendo classificadas como antagoénicas quando o crescimento bacteriano nas estrias ¢

inibido pelo crescimento de outra (Figura 5).



Figura 5 — Teste de antagonismo pela técnica de estrias cruzadas.

Fonte: O autor.
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O resultado do teste pode ser observado na Tabela 4. E importante destacar a

complexidade de relagdes existentes, mesmo entre um numero reduzido de individuos, e as

variadas possibilidades de combinagdes que podem ser feitas com as cepas a partir do resultado

do teste.

Tabela 4 — Resultado do teste de antagonismo entre as cepas isoladas

Teste de antagonismo in vitro

Cepas BHC1 BHC2 BHC3 BHC4 BHC5 BHC6 BSFlI BSF2

BHCI + - + - - - +
BHC2 + - - - - +
BHC3 - - - +
BHC4  + - + - - -
BHC5 - - + - - +
BHC6 - - +

BSF1 - + +

BSF2  + + + -

BSF3  + + + +

BSF5  + - + - + _ + i
BSF6  + + + + + + + +

BSF3

+

+
+
_|_

BSF4

+

+

+ antagdnicas; - ndo antagonicas. Fonte: o autor.

BSF5
+

+ 4+ + + o+ + o+
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No solo, a microbiota varia de acordo com algumas caracteristicas, como a variagao
da temperatura, do pH e da disponibilidade de matéria organica (MICHEREFF; ANDRADE;
MENEZES, 2005).

Os microrganismos encontram-se em intensa interagdao. Essa interacdo pode ser
sinérgica, antagdnica, mutualistica, parasitaria ou saprofitica. Além de competirem entre si,
esses organismos atuam para impedir que espécies novas vengcam a competi¢do por recursos
sobre as espécies autoctones. Essas disputas favorecem o desenvolvimento de novos e
diferentes nichos ecologicos, contribuindo assim com a grande variedade microbiologica do
solo (MICHEREFF; ANDRADE; MENEZES, 2005).

De acordo com o teste de antagonismo in vitro, foram eleitos quatro consoércios,
listados na Tabela 5, para serem avaliados in vivo com a cultura de Vigna unguiculata (L.) Walp.
Os critérios de escolha das bactérias formadoras dos consorcios foram: bactérias que ndo
apresentassem atividade antagonica, as que foram classificadas com capacidade de agregacao

forte e as que fossem capazes de solubilizar FePOs.

Tabela 5 — Consorcios eleitos para os tratamentos em campo.

Consorcio Cepas
C1 BHC2 + BHC4 + BSF5
C2 BHC1 + BHCS + BSF1
C3 BHC2 + BHC4 + BHCS
C4 BHC2 + BHC6 + BSF5

Fonte: o autor.

5.7 Ensaios in vivo

Todos os tratamentos apresentaram médias de Comprimento da parte aérea (CPA),
massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR) e massa seca total (MST)
superiores ao tratamento sem nutriente (SN) (Tabela 6). O tratamento C1 foi o que teve o maior
CPA, embora isso ndo tenha se convertido em maiores médias de MSPA, MSR e MST quando
comparado com os outros tratamentos. Para MSPA, a média do tratamento C4 foi
significativamente diferente quando comparada com o tratamento com adubagao (NT), sendo

27,1% superior.
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Tabela 6 — Médias' e desvio padrdo dos tratamentos de acordo com as variaveis.

CPA MSPA MSR MST
(cm pI'!) (gpl™) (gpl™) (gpl™)
M | DP M | DP M | Dp M | DP

C1 30,74a 1,592 3,586b 0,076 1,176b 0,093 4,762b 0,133
C2 28.,96a 0,720 3,616b 0,147 1,316b 0,172 4,932b 0,178
C3 28,62a 0,747 3,672b 0,145 1,422a 0,105 5,094b 0,143
C4 28,76a 0,642 4,21a 0,147 1,886a 0,177 6,096a 0,229
NT 25,86a 1,751 3,096b 0,229 1,466a 0,088 4,562b 0,252
SN 18,56b 0,773 0,946¢ 0,183 0,368¢ 0,061 1,314c 0,191

CPA: Comprimento da parte aérea; MSPA: Massa seca da parte aé¢rea; MSR: Massa seca da raiz; MST: Massa seca
total; M: Média; DP: Desvio padrdo; NT: Tratamento com nutriente; SN: Tratamento sem nutriente; 'Médias com

mesma letra nas colunas ndo diferem entre si (p>0,05), pelo teste de Tukey.

Nas varidveis MSR e MST o tratamento C4 foi o que apresentou resultados
diferentes dos demais. Para MSR, o resultado de C4 foi superior, estatisticamente, ao dos
tratamentos C1, C2 e SN, porém, ndo houve diferenca estatistica quando comparado com o
tratamento NT. O consorcio C4 foi 37,64% superior a média de C1, 30,2% superior a C2 e 80%
superior a SN para MSR. Para MST, os tratamentos C4 e SN foram estatisticamente diferentes
dos demais tratamentos. Tendo C4 obtido média superior e SN inferior quando comparados
com os demais. A média de MST do tratamento C4 foi 25,16% superior a de NT e 78,44%
superior ao tratamento Sem Nutriente (SN).

Da andlise de fosforo 1abil no substrato onde os vegetais foram cultivados, os
resultados estdo expressos na Tabela 7.

Tabela 7 — Concentragdo de fosforo 1abil (mg.kg™!) presente nos substratos.

P labil
Tratamentos (mg.kg™)
Média' D. Padrao

Cc1P 57,71b 4,83
C2P 49,65b 10,74
c3P 60,74a 8,28
Cc4P 66,36a 10,00
NTP 26,23¢ 3,57
SNSP 19,0c 1,51

SN(CSP 15,01c 1,78
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C1: Consorcio nimero 1; C2: Consoércio numero 2; C3: Consorcio nimero 3; C4: Consoércio nimero 4; CP:
Tratamento adubado com micronutrientes e macronutrientes; SN: Tratamento ndo adubado; SNC: Substrato sem
cultivo; SD: amostras sem diluigdo; D: amostras diluidas; 'Médias com mesma letra nas colunas ndo diferem

entre si (p>0,05), pelo teste de Tukey.

Os tratamentos C3 e C4 nao apresentaram diferenga estatistica. O grupo C3 foi
estatisticamente superior aos tratamentos CP, SN e SNC, respectivamente 56, 70 ¢ 76%. Os
mesmos tratamentos quando comparados com C4, a diferenca foi respectivamente de 60, 71 e
77%. Pode-se inferir uma relagdo entre a disponibilidade de fésforo e uma maior MST como
observado em C4 e C3 que apresentaram as maiores médias de MST e P 14bil no substrato.

Pode-se inferir que o fosforo 1abil presente na amostra de SN seja resultado do
acumulo desse material no substrato, ja que nesse tratamento o fésforo adicionado ¢ comum ao
empregado em fertilizantes.

Os substratos C1, C2 e C4 apresentaram taxas de fosforo labil dentro da margem
apontada por Goedert et al. (1986), entre 50 a 350 mg dm™ de P para os solos do Cerrado.

Na cultura do feijdo-caupi, o nivel critico de P gira em torno de 10mg.kg™!, sendo
as doses recomendadas por volta de 20 a 60mg kg de fosforo assimilavel (ANDRADE JUNIOR
et al., 2002). Porém, outros autores tém relatado melhor desempenho do vegetal, quando
dispdem de fosforo em doses superiores, como forma de obter maior biomassa e produtividade
(ZUCARELI et al., 2006; COUTINHO et al., 2014).

Quanto maior os teores de fosforo disponiveis, maior serd a absor¢do e incorporacao
desse nutriente a biomassa (SANTOS et al., 2011), porém, limitado a doses de 200mg kg!
(COUTINHO et al., 2014). E observado que existe um maior incremento de matéria seca no
feijao quando o fosforo passa a ser incorporado ao substrato antes do inicio do plantio
(SANTOS; GATIBONI; KAMINSKI, 2008).

Além da disponibilizagdo de fosfatos, microrganismos também podem auxiliar no
desenvolvimento dos vegetais pela disponibilizagdo de fitohormonios (reguladores naturais de
crescimento vegetal), como o 4cido indol acético, entre outras possibilidades de relagdes
benéficas (MARCHIORO, 2005; PEREIRA et al., 2012).

E importante destacar que os resultados desse estudo foram obtidos sob
determinadas condi¢des controladas, como em situagdo de casa de vegetacdo fechada, solo
estéril, irrigacdo e adubacdo regular, o que conferiu vantagens para o desenvolvimento dos
vegetais e de instalagdo das bactérias em estudo, sem que houvesse competig¢do entre elas, como

ocorreria no ambiente natural com a presenca de microrganismos autdctones do solo.
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A casa de vegetacao onde os tratamentos foram aplicados apresentava um bloqueio
de luz solar principalmente no inicio das manhas e no final das tardes, isso pode ter influenciado
negativamente no desenvolvimento da cultura.

O estudo sobre o potencial biotecnoldgico das BSF ¢ de grande importancia em
virtude do intenso uso de fertilizantes fosfatados no mundo todo, em especial no Brasil, que se
destaca como um dos principais importadores desse tipo de produto.

Esses organismos podem ser convertidos em uma alternativa sustentavel para o
aproveitamento de fosforo inorganico, possibilitando um melhor aproveitamento do solo pela
disponibiliza¢do natural do nutriente, redu¢do de impactos ambientais associados ao uso de
fertilizantes, possivel reducdo de custos de producdo, impactos sobre a sustentabilidade local,

entre outros processos benéficos.
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6 CONCLUSAO

A densidade populacional de BSF cultivaveis no solo rizosférico da cactacea Cereus
sp. foi significativo em relacao a populacdo de BHC totais cultivaveis.

A maior parte dos isolados apresentou caracteristica morfoldgica de parede celular
Gram negativa (82%) e producdo de exopolissacarideos que configuram vantagens
competitivas em ambientes com temperaturas mais elevada.

Sob as condigdes experimentais, o consorcio C4 se mostrou mais eficiente em
relacdo aos demais e aos tratamentos controle (CP e SN), na promogao do crescimento de feijao-
caupi pela disponibilizagio de P na forma labil. E possivel inferir também, que os consorcios

C3 e C4 sdo os mais eficientes em dispor P 1abil para o substrato.

7 CONSIDERACAO FINAL

Os resultados se mostraram promissores e, portanto, novas pesquisas devem ser
incentivadas a fim de ampliar o conhecimento sobre o potencial biotecnologico de bactérias do
solo da caatinga e que fornecam subsidios ao desenvolvimento de estratégias para o
melhoramento da eficiéncia da fertilizagdo e desenvolvimento vegetal como uma estratégia

menos agressiva ao ambiente na producao de alimentos em sistemas de monocultivo.
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