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“O segredo da vida ¢ o solo, porque do solo
dependem as plantas, a 4gua, o clima e a nossa
vida. Tudo estd interligado.”

Ana Primavesi
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SOLUBILIZACAO DE FOSFATO POR Bacillus SPP.
Gabrielle Custodio Melo!

RESUMO

O fosforo ¢ um nutriente fundamental para o crescimento das plantas e seu fornecimento ¢é
realizado, principalmente, por meio de fertilizantes minerais fosfatados. No entanto, essa
utilizagdo pode causar impactos ambientais negativos e elevados custos de produg¢ao, devido a
solubilidade e disponibilidade do fosforo aplicado, o que reduz sua eficicia no solo. Uma
alternativa sustentdvel para mitigar os danos do uso de fertilizantes fosfatados ¢ o uso de
microrganismos solubilizadores de fosfato (MSFs). Assim, este trabalho tem como objetivo
avaliar a eficiéncia de rizobactérias do género Bacillus na solubilizacdo de fosfato, por meio
de analise qualitativa. Para isso, 19 rizobactérias foram isoladas do solo rizosférico manejado
em sistema agroecoldgico e caracterizadas quanto ao género Bacillus spp. por meio do teste
Gram e pelas caracteristicas morfologicas da colonia. No total, foram selecionados 17
isolados gram-positivos. Em seguida, realizou-se um teste preliminar para determinar qual
meio de cultura sélido (NBRIP adaptado e NBRIP adaptado com adicdo de azul de
bromofenol) apresentaria a melhor visualizagdo da formagdo do halo, em fun¢do dos 22
isolados (17 isolados oriundos da rizosfera mais 5 do banco de micro-organismos do
laboratério de Fitopatologia) e trés fontes de fosfato (Fosfato de calcio monobasico
monohidratado (Ca(H,PO,)2-H,0), Fosfato bicalcico (CaHPO,) e p6 de Rocha, adquirido na
empresa Mibasa S.A.. Apds os testes preliminares, conduziu-se um experimento utilizando o
meio NBRIP contendo azul de bromofenol no delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 4 x 3, com dez repeti¢des. Durante a condug¢do do experimento, foram
realizadas observagdes para identificar a formacao de halo ao redor das colonias bacterianas e
o calculo do Indice de Solubilizagio (IS). Como resultados, a regido rizosférica da couve foi a
que apresentou a maior populagdo bacteriana, contabilizada pela unidade formadora de
colonia. O meio NBRIP com azul de bromofenol apresentou-se como mais eficaz para a
avaliacdo da solubilizacdo de fosfato, e entre os fatores avaliados, observou-se que os isolados
de Bacillus spp. e as fontes de fosfato influenciaram significativamente o IS, cujas maiores
médias foram obtidas com o isolado CFB 007 ¢ com o fosfato bicalcico. No entanto, os
isolados testados apresentaram baixo indice de solubilizagdo, ou seja, menor que 2 mm,
independentemente da fonte de fosfato.

Palavras-chave: Metabolismo microbiano. Rizobactérias. Sistema Agroecologico.
Sustentabilidade.

! Estudante de Bacharelado em Agroecologia pela Universidade Estadual da Paraiba (UEPB).



SOLUBILIZATION OF PHOSPHATE BY Bacillus SPP.

ABSTRACT

Phosphorus is a crucial nutrient for plant growth, and its supply is mainly achieved through
phosphate mineral fertilizers. However, this usage can cause negative environmental impacts
and high production costs due to the solubility and availability of applied phosphorus,
reducing its effectiveness in the soil. A sustainable alternative to mitigate the damage caused
by phosphate fertilizers is the use of phosphate-solubilizing microorganisms (PSMs). Thus,
this study aims to evaluate the efficiency of Bacillus genus rhizobacteria in phosphate
solubilization through qualitative analysis. For this purpose, 19 rhizobacteria were isolated
from the rhizospheric soil managed in an agroecological system and characterized as Bacillus
spp. genus through the Gram test and morphological characteristics of the colony. A total of
17 gram-positive isolates were selected. Subsequently, a preliminary test was conducted to
determine which solid culture medium (adapted NBRIP and adapted NBRIP with
bromophenol blue addition) would provide the best visualization of halo formation,
considering the 22 isolates (17 isolates from the rhizosphere and 5 from the laboratory's
Microorganism Bank of Phytopathology) and three phosphate sources (Calcium monobasic
monohydrate phosphate (Ca(H,PO,)2-H,0), Dicalcium phosphate (CaHPO,), and Rock
powder acquired from Mibasa S.A. company). After the preliminary tests, an experiment was
carried out using NBRIP medium containing bromophenol blue in a completely randomized
design in a 4 x 3 factorial scheme with ten replications. During the experiment, observations
were made to identify halo formation around bacterial colonies, and the Solubilization Index
(SI) was calculated. As results, the rhizospheric region of kale showed the highest bacterial
population, quantified by the colony-forming unit. The NBRIP medium with bromophenol
blue proved to be more effective for phosphate solubilization evaluation, and among the
evaluated factors, it was observed that Bacillus spp. isolates and phosphate sources
significantly influenced the SI, with the highest means obtained with the CFB 007 isolate and
dicalcium phosphate. However, the tested isolates showed a low solubilization index (SI), less
than 2 mm, regardless of the phosphate source.

Keywords: Agroecological system. Microbial metabolism. Rhizobacteria. Sustainability.



1 INTRODUCAO

O fosforo (P) ¢ um macronutriente essencial para as plantas, sendo fundamental para o
desenvolvimento de suas fungdes metabolicas, como, por exemplo, fotossintese, divisao
celular, geracdo de energia e integridade da membrana (RAWAT et al., 2021). O
macronutriente € responsavel pelo aumento e aprimoramento do crescimento radicular,
fortalecimento do caule, formag¢do de sementes e capacidade de fixacdo de nitrogénio
(BILLAH et al., 2019). Logo, a baixa oferta desse nutriente ¢ responsavel pela restricdo do
crescimento vegetal (MARRA, 2012), o que gera a necessidade de manter a sua
disponibilidade para o bom desenvolvimento das culturas agricolas.

Na fase solida do solo, o fosforo estd presente em duas fracdes, uma trocavel (1abil) e
outra ndo trocavel (ndo 1abil). A forma trocével indica que esse elemento ¢ assimilavel, isto &,
estad disponivel para as plantas e os microrganismos do solo (BINI; LOPES, 2016). A forma
nao labil ¢ composta pelo P sob a forma de compostos de baixa solubilidade (P
mineralogicamente estavel) ou adsorvido as particulas do solo. A depender do pH, o P na
solugdo é encontrado nas formas de H;PO,, H,PO,, HPO,? e PO,?. Considerando essas
fragdes, pode-se classifica-lo também em inorganico (Pi) e organico (Po). Quando inorganico
(P1) € composto por fosfatos minerais e anions fosfatos adsorvidos a hidréxidos de Fe e Al,
silicatos de Al e carbonatos de Ca. Caso organico (Po), ¢ encontrado principalmente nas
formas de inositol-fosfatos, fosfolipidios e acidos nucléicos (MENDES; JUNIOR, 2003).

Desse modo, mesmo existindo um grande reservatorio desse nutriente no solo, grande
parte dele encontra-se na forma indisponivel, sendo nao assimilavel pelas plantas
(BHATTACHARYYA, JHA, 2012; AHEMAD; KRIBET, 2014). Como efeito, uma maneira
de solucionar esse problema e garantir o rendimento das culturas na agricultura, ¢ a alta
utilizacdo de fertilizantes fosfatados (OLIVEIRA et al., 2021). Entretanto, grande parte desse
fosforo utilizado fica retido nas particulas de solo, tornando-se em fosfato inorganico
insoluvel ao longo do tempo (MARRA, 2012), além de provocar impactos ambientais
negativos devido as altas doses (CHEN et al., 2006), como a eutrofizacdo (KLEIN; AGNE,
2012) e o esgotamento da fertilidade do solo associada a utilizagdo de outros fertilizantes
quimicos (GYANESHWAR et al., 2002) e agrotoxicos.

Assim, a adocdo de estratégias que possibilitem a eficiéncia do fosforo ¢ cada vez
mais necessaria para a promoc¢ao da sustentabilidade dos sistemas agricolas e a seguranga e
soberania alimentar e nutricional da sociedade (ZUCARELI et al., 2018). Uma delas ¢ a
utilizacao de microrganismos rizosféricos capazes de solubilizar o fosfato, o que apresenta-se
como a alternativa mais promissora e econdmica (BILLAH et al., 2019), desempenhando um
papel fundamental na nutricdo das plantas (CHEN et al., 2006).

As rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCP) sdo responsaveis por
diversos efeitos benéficos, exercidos através de mecanismos diretos, como o fornecimento de
nutrientes (SUYAL et al., 2016), e indiretos, como a indug@o da resisténcia sistémica (ISR)
(SAXENA et al., 2020). Ainda, essa relacao prospera com a rizosfera ¢ propiciada pela alta
capacidade de adaptagdo a diversos ambientes, rapida taxa de crescimento e ampla capacidade
de metabolizacdo de compostos realizada por esses microrganismos (BHATTACHARY YA,
JHA, 2012).

Um dos meios pelos quais esses microrganismos disponibilizam nutrientes que
normalmente estdo indisponiveis ¢ através da solubilizagdo (SANSINENEA, 2019). Logo,
essas bactérias rizosféricas que sdo capazes de solubilizar o fosfato sdo também conhecidas
como MSF (Microrganismos solubilizadores de fosfato). E, de acordo com Katznelson et al.
(1962) e Raghu et al. (1966), estes sao encontrados principalmente nas regioes rizosféricas do
solo, quando comparados com outras regides (apud RODRIGUES; FRAGA, 1999).



Segundo Marra (2012), os MSFs sdo responsaveis ndo somente pela solubilizagdo e
utilizacdo, mas também pela liberagdo do mesmo na solucdo do solo. Tanto o fosfato
organico, quanto o inorganico sdo disponibilizados para as plantas através da acdo desses
microrganismos. Além disso, estes sao capazes de melhorar a fixagdo biologica de nitrogénio,
acelerar a disponibilidade de outros microelementos e produzir fitohorménios (ZAIDI et al.,
2009). Assim, os MSFs podem ser utilizados na promocgao do desenvolvimento das plantas e
equilibrio do P (RAWAT et al., 2021), ampliando a disponibilidade desse nutriente.

Continuamente, quando consideramos a solubilizacao do fosfato mineral, esta ocorre
principalmente através da produgcdo de 4cidos organicos (AO) sintetizados por
microorganismos (HALDER et al., 1990; RODRIGUEZ; FRAGA, 1999). Esses AO, tais
como: citrico, gluconico, latico, succinico e propiodnico, desempenham um papel fundamental
na solubiliza¢do do fosfato insoluvel (CHEN et al., 2006). Pois, ao serem excretados, quelam
os ions minerais ou diminuem o pH, o que ¢ responsavel por disponibilizar o fésforo na
solucdo. Essa reacdo de liberagdo de P ocorre por substitui¢io do H* por Ca’* (PRADHAN;
SUKLA, 2005; ZAIDI et al., 2009).

Outrossim, considerando o fosfato organico, o processo de solubilizacio ¢
denominado de mineralizagdo. Essa atividade ¢ caracterizada pela transformacgao da estrutura
organica do fosforo em uma forma soluvel, mediante a acao das fosfatases que atuam como
catalisadoras na quebra de diversos tipos de fosfomonoésteres organicos, por meio da
hidrdlise. Assim, na regido rizosférica, as bactérias, plantas e outros microrganismos sao
responsaveis pela producdo de fosfatases (REJSEK et al., 2012; BINI; LOPES, 2016), que
podem ser alcalina ou acida, atuando na transformacdo do fosfato orgéanico para inorganico
(KALAYU et al., 2019).

De acordo com Tao et al. (2008), a solubilizacao e mineralizacdo podem ser realizadas
pela mesma cepa bacteriana. Dessa forma, as bactérias, juntamente com os fungos e
actinobactérias (MARRA, 2012), apresentam-se como uma das principais na disponibilizacao
de fosforo para as plantas. Para as bactérias, esse macronutriente ¢ um dos principais para seu
metabolismo, sendo fundamental para a sintese de acidos nucléicos e fosfolipidios,
utilizando-o principalmente na forma inorganica, como o fosfato, ou apds a agdo de enzimas
(fosfatases) sobre a forma orgénica, liberando o fosfato inorganico (BADO, et al., 2008.) .

Entre os principais géneros bacterianos responsaveis pela disponibilidade de fosforo,
destaca-se o Bacillus (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999). Estes microrganismos possuem
formato de bastdo, sdo aerdbicos ou anaerdbios facultativos, gram-positivos e capazes de
formar enddsporos. Além disso, caracterizam-se pela identificagdo em uma ampla variedade
de ambientes (TURNBULL, 1996). Também, espécies do género Bacillus sdo responsaveis
pela solubilizagdo de diversas substancias (STEIN, 2005 apud KUMAR et al., 2012),
produgdo de acido indol acético (IAA), sider6éforo e metabdlicos antagonistas (SHAHID et al.,
2021), indicando a possibilidade de utilizacdo com foco no crescimento vegetal e no controle
bioldgico.

Ademais, ¢ crescente o interesse atual por alternativas bioldgicas no manejo de
nutrientes, as quais t€ém como finalidade contribuir para a producdo agricola (AHEMAD;
KRIBET, 2014). Sendo assim, diversos estudos tém destacado a importincia e eficiéncia de
Bacillus spp. na solubilizacdo do fosfato (KUMAR et al., 2012; QURESHI et al., 2012;
QARNI et al., 2021; MAHARANA; DHAL, 2022). No entanto, ¢ necessaria a realizacao de
mais pesquisas levando em consideragdo as particularidades de cada regido, como as
caracteristicas edafoclimaticas e as culturas agricolas, bem como a ampla diversidade de
bactérias solubilizadoras.

Diante da relevancia do tema e da demanda por abordagens ecologicamente corretas e
economicamente viaveis nos sistemas agroecoldgicos e organicos de producdo, objetiva-se



com a realizagdo deste trabalho, avaliar por meio de método qualitativo, a capacidade de
solubilizacao de fosfatos por Bacillus spp. isolados de solos rizosféricos.

2 METODOLOGIA
2.1 Isolamento de Bacillus spp.

Inicialmente, realizou-se a coleta de amostras de solo da mandala - Area
Agroecologica, situada na Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), Campus II, em Lagoa
Seca-PB. Trés amostras simples de solo foram coletadas da regido rizosférica de plantas
distintas, sendo elas a crotalaria (Crotalaria juncea L.), o margariddo (Tithonia diversifolia
(Hemsl.)) e a couve (Brassica oleracea). Em seguida, as amostras foram encaminhadas para o
Laboratorio de Fitopatologia da UEPB, localizado no mesmo Campus, onde foram
conduzidos os procedimentos metodoldgicos, adaptados de Mariano e Silveira (2005), para
isolamento das rizobactérias do género Bacillus.

Para garantir a qualidade das amostras de solo, essas foram cuidadosamente
peneiradas para remover os restos culturais. Em seguida, cada amostra foi subdividida em
duas subamostras - Al e A2 - cada uma com 1g e acondicionadas em placas de Petri para o
isolamento dos microrganismos. Ambas as amostras foram submetidas a tratamento térmicos
diferentes. As subamostras Al foram submetidas ao tratamento térmico e secagem em estufa
com circulagdo e renovacao de ar, a temperatura de 80°C, por 30 minutos. Depois disso,
foram transferidas para tubos de ensaio com dagua destilada estéril e agitadas vigorosamente
em um Agitador Vortex e adicionadas em banho-maria a 60°C, por mais 30 minutos. Ja as
subamostras A2 foram diretamente imersas no banho-maria a 60°C, por mais 30 minutos.

Apos o tratamento térmico, adotado para selecao de espécies do género Bacillus, pela
capacidade das bactérias em resistirem a elevadas temperaturas por produzirem enddsporos,
todas as subamostras foram encaminhadas para o processo de dilui¢ao seriada, realizado
dentro de uma cabine de seguranga biologica para diminuir os riscos de contaminagdes. Para
realizagdo da dilui¢do seriada cada subamostra foi agitada por um minuto em um agitador
Vortex e, em seguida, transferiu-se 1 mL da suspensao para um tubo de ensaio contendo dgua
destilada, resultando em uma diluicdo de 10"'. Em seguida, a diluicdo 10! foi agitada por 1
minuto e retirou-se 1 mL para compor a dilui¢do 102 O procedimento foi repetido até a
composi¢ao da diluicdo 1073,

Ap6s isso, foi feito o plaqueamento das subamostras com a dilui¢do 1073. Para o
plaqueamento utilizou-se trés repetigdes por diluicdo, essas, foram agitadas por 1 minuto e
com auxilio de uma micropipeta foi retirado 1pL para cada placa de petri, depois, com o
auxilio de uma alga de Drigalski flambada a suspensdo foi espalhada sobre o meio de cultura
Nutrient Agar (NA) (13g de Nutrient Broth e 16g de Agar por litro).

Apos o processo de plaqueamento, as placas foram cuidadosamente fechadas com
filme PVC e armazenadas em uma incubadora com temperatura controlada de 25°C por um
periodo de 48 horas. Para evitar a contaminacdo das amostras, as placas foram invertidas
durante o armazenamento, a fim de prevenir a condensacdo do vapor e a contaminagdo das
amostras com outras bactérias presentes no ambiente.

Logo apds o periodo de incubacdo, as Unidades Formadoras de Colonia (UFC), que
sdo provenientes de uma unica célula bacteriana, foram contabilizadas e identificadas
conforme Tejera-Herndndez et al. (2003), quanto as caracteristicas de cor, formato e textura.
As colonias que possuiam caracteristicas semelhantes foram agrupadas e uma Unica colonia
representativa foi transferida para uma nova placa, possibilitando a separagdo de uma cultura
pura.
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Inicialmente, a transferéncia das colonias para outra placa foi realizada utilizando a
técnica de semeadura por esgotamento. Foram feitas duas réplicas de cada colonia em meio de
cultura NA, as quais foram incubadas a 25°C até a observa¢ao do crescimento bacteriano.

Apos a identificacdo do crescimento bacteriano, uma amostra com caracteristicas mais
adequadas e com melhor formacdo de coldnias foi selecionada para a realizacdo do método
zig-zag (MARIANO; SILVEIRA, 2005), também conhecido como estria simples. Nesse
método, uma alga com a suspensdo foi depositada em uma placa de Petri, € o meio de cultura
foi inoculado com movimentos em formato de zig-zag.

Concluido o isolamento das bactérias, estas foram preservadas por meio do método de
0leo mineral (MARIANO; SILVEIRA, 2005). Nesse método, uma camada de 6leo mineral foi
utilizada para impedir a dessecacdo e oxigenacdo das bactérias. As cepas foram conservadas
em tubos e armazenadas em geladeira para garantir a estabilidade e integridade do material
bioldgico.

2.2 Teste de Gram

As cepas foram caracterizadas com base no teste de Gram, que ¢ aplicado para
identificar se as bactérias sao Gram-positivas ou Gram-negativas. O método utilizado,
Coloragdo de Gram, foi feito de acordo com Mariano e Silveira (2005). Assim, preparou-se
um esfregaco bacteriano diluido em lamina limpa e flambada. Cobriu-se com cristal violeta
por 1 minuto, lavou-se com agua e cobriu-se com lugol por 1 minuto. Lavou-se novamente e
descorou-se com alcool por 30 segundos. Posteriormente, aplicou-se a safranina por 30
segundos e lavou-se em agua destilada. Secou-se ao ar e observou-se com objetiva de
imersdo. Células Gram-positivas ficaram violetas e Gram-negativas ficaram avermelhadas. As
mesmas foram analisadas através da utilizacdo de um microscopio binocular.

2.3 Teste preliminar de meio solido para ensaio qualitativo da solubilizacio de fosfato

Para a avaliagdo do meio mais efetivo para o ensaio de solubilizagdo em placa, foram
utilizados isolados de Bacillus spp. provenientes da regido rizosférica da Crotalaria (C. juncea
L.), do Margaridao (T diversifolia (Hemsl.)) e da Couve (B. oleracea), totalizando 17
isolados (CFB 031, CFB 032, CFB 033, CFB 034, CFB 035, CFB 036, CFB 037, CFB 038,
CFB 039, CFB 041, CFB 042, CFB 043, CFB 045, CFB 046, CFB 047, CFB 048 e CFB 049).
Além de 5 isolados da Colecdo de Microorganismos do Laboratorio de Fitopatologia,
localizado no Campus II-UEPB, sendo identificados pela nomenclatura CFB 002, CFB 004,
CFB 007, CFB 010 e CFB 011. No total, 22 isolados foram utilizados para o teste preliminar.

Os meios utilizados foram o National Botanical Research Institute (NBRIP) e o meio
NBRIP com azul de bromofenol. O NBRIP para o meio de crescimento de fosfato, por litro,
contém: glucose, 10 g; MgCl,-6H,0, 5 g; MgS0O,-7H,0, 0,25 g; KC1, 0.2 g e (NH,),SO,, 0,1 g
e 1,5% de Bacto-agar (NAUTIYAL, 1999). No lugar de 5g de Ca;(PO,),, utilizou-se em
mesma quantidade trés fontes de fosforo: Fosfato de Calcio Monobasico Monohidratado
(Ca(H,PO,)2-H,0), Fosfato Bicalcico (CaHPO,), que ¢ comumente utilizado na alimentagao
animal, e P6 de Rocha, adquirido da empresa Mibasa S.A. As concentracdes de fosforo
podem ser encontradas na Tabela 1. Para o segundo meio, foi utilizado o0 mesmo meio solido
modificado, acrescido de 0,025 g de azul de bromofenol por litro (MEHTA; NAUTIYAL,
2001).

O meio NBRIP foi incubado a 28+1°C por um periodo de 14 dias (NAUTIYAL,
1999). Ja o meio NBRIP com azul de bromofenol foi incubado a mesma temperatura, por um
periodo de 3 dias (KUMAR et al., 2012). Ambos os meios tiveram o pH ajustado para 7,0
(neutro) antes da autoclavagem (NAUTIYAL, 1999; MEHTA; NAUTIYAL, 2001).
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No teste realizado com o meio NBRIP, cada parcela (placa de Petri) contendo uma
fonte de fosfato foi formada por 3 bactérias, e esse experimento foi conduzido em triplicata.
J& no ensaio com o meio NBRIP contendo azul de bromofenol, utilizou-se 4 bactérias por
placa para cada fonte de fosfato, e também foram realizadas trés repeti¢cdes para cada parcela.

A presente analise ndo foi submetida a uma analise estatistica formal, mas sim a uma
observagao qualitativa da formagdo do halo. Os resultados foram interpretados com base na
presenca ou auséncia de halos de solubilizagdo ao redor das coldnias dos isolados de Bacillus
spp. nos meios NBRIP e NBRIP com azul de bromofenol. Dos 22 isolados testados, apenas 4
demonstraram resultados satisfatorios em relacdo a solubilizagdo do fosfato. Esses isolados
foram selecionados para a etapa subsequente, que consistiu no ensaio qualitativo da
solubilizacao de fosfato.

2.4 Ensaio qualitativo da solubiliza¢do de fosfato

O ensaio de solubilizacao de fosfato foi conduzido em delincamento inteiramente
casualizado, com 10 repeticdes e com tratamentos distribuidos em esquema fatorial 4x3. O
primeiro fator correspondeu ao isolados de Bacillus spp. (CFB 049, CFB 041, CFB 007 e
CFB 011) e o segundo fator a trés fontes de fosfato (Fosfato de Calcio Monobasico
Monohidratado (Ca(H,P0O,)2-H,0), Fosfato Bicalcico (CaHPO,) e P6 de Rocha).

Cada parcela foi constituida por uma placa de Petri contendo 4 isolados de Bacillus
spp. € uma fonte de fosfato. As andlises de solubilizacdo de fosfato foram realizadas com
isolados de Bacillus spp., sendo repicados em placas utilizando 1 ul de suspensdo e uma
micropipeta para a transferéncia. Para preparar a solugdo, as bactérias foram diluidas em uma
solugdo salina estéril. O meio solido utilizado foi o NBRIP modificado com azul de
bromofenol, incubado a 28+1°C, por trés dias (KUMAR et al., 2012). O ensaio foi feito de
maneira isolada para as trés fontes de fosforo.

Ap6s o periodo de incubagdo, a andlise qualitativa foi realizada observando-se a zona
de descoloragdo ao redor das colonias, o que indica a capacidade das rizobactérias de
solubilizar o fosfato. Em seguida, a coloragdo formada foi comparada com uma escala de
cores que estd relacionada ao pH (Figura 1), para o Azul de Bromofenol, conforme
apresentado por Pastore et al. (2022). Dessa forma, foi possivel também identificar
visualmente a variagdo do pH com base na coloracao observada.

Figura 1- Variacao da coloragdo do indicador Azul de Bromofenol em fun¢do do pH e
diferentes concentragdes (1, 2 e 3).

1) 2) 3)

pH =1.19
pH =2.20
pH =3.01

il

pH =3.61
pH = 3.80
pH =4.21
pH =4.59
pH =538
pH =6.59

T
TR
T

Fonte: Pastore et al., 2022.
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Assim como realizado por Pande et al. (2017) e Kiprotich et al. (2023), o didmetro da
colonia (CD) e o didmetro da zona do halo (HD) foram medidos, utilizando-se um paquimetro
digital. Para o calculo de Indice de Solubilizagio (IS), utilizou-se a equagio proposta por Sane
e Mehta (2015), onde:

_ Diadmetro da colénia (CD)+Didmetro do halo (DH)
Didmetro da colénia (CD)

IS

Por conseguinte, para a avaliagdo do Indice de Solubilizagdo (IS) e categorizagio dos
isolados, esses sao classificados em: baixa (IS < 2 mm), média (2 < IS <4 mm) e alta (IS > 4
mm) (MARRA et al., 2012; COSTA et al., 2013).

2.5 Analise Estatistica

Os resultados obtidos no ensaio qualitativo de solubilizacdo foram submetidos a
analise de variancia pelo teste F. Quando verificado efeito significativo a 1% e 5% de
probabilidade, aplicou-se o teste de Tukey para os isolados e o teste t para as fontes de
fosfato. Os dados obtidos com a fonte p6 de rocha foram excluidos da anélise estatistica, uma
vez que os isolados ndo foram eficientes em solubilizar o fosfato contido nesta fonte,
resultando em um menor coeficiente de variagao.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 Isolamento de Bacillus spp.

Os resultados demonstram (Grafico 1) que a coleta simples realizada na regido
rizosférica da couve foi responsavel pelo maior nimero de unidades formadoras de colonia
(UFC), quando comparadas com as coletas da crotalaria e do margariddo. Observa-se uma
variagdo nas quantidades de UFC entre as amostras, indicando uma possivel diferenca na
diversidade e abundancia das bactérias associadas a regido rizosférica dessas plantas.

Grafico 1 - Média da quantidade de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) por

amostra simples da regido rizosférica, com uma diluicdo de 103 em meio NA.
90 -

70 1

50 A

30 4

Unidades formadoras de colonias

10

Crotalaria Margariddo Couve
Amostra da regido da rizosfera

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Além disso, as subamostras Al, submetidas ao tratamento térmico de 80°C por 30
minutos em uma estufa, apresentaram uma média inferior de UFC em comparagdo com as
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subamostras A2, submetidas apenas ao banho-maria a 60°C por 30 minutos, devido a selecao
de espécies mais resistentes ao calor (Grafico 2). Isso sugere que o tratamento térmico teve
um impacto na UFC, resultando em diferengas na contagem.

Grafico 2 - Subamostra A corresponde ao tratamento térmico inicial adicional de
80°C por 30 min e ao banho-maria a 60°C por 30 min. A subamostra B foi submetida somente
ao tratamento térmico em banho-maria (60°C/30min).

—

[#3]
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n
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1
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=
1

Unidades formadoras de colonias
~1
[
1

10 E
Crotalaria Margaridao Couve
OSubmostra A B Submostra B
Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Em seguida, foram isoladas 19 bactérias com caracteristicas morfoldgicas distintas
obtidas das amostras de solo. As coldnias observadas apresentaram aspectos representativos e
semelhantes ao género Bacillus, também identificados por Monnerat et al. (2020). Esses
aspectos variados incluem coloragdo esbranquicada, creme e creme claro, além de colonias
opacas e com pouco brilho. Quanto a superficie, algumas colonias eram lisas, enquanto outras
apresentavam rugosidades, e algumas delas mostravam uma elevacao na parte central.

Todos os isolados bacterianos isolados foram obtidos das subamostras B. As
subamostras A também apresentaram formagdo de colonias bacterianas, porém, devido a
semelhanc¢a dessas colonias com as observadas nas subamostras B, decidiu-se nao isola-las
separadamente para evitar duplicagdo de isolados. O tratamento térmico adicional aplicado as
subamostras A pode ter influenciado a viabilidade de certas espécies bacterianas. Portanto,
para fins deste estudo, os isolados bacterianos representativos foram selecionados
exclusivamente das trés subamostras B.

Isolados bacterianos representativos podem ser visualizados na Figura 2, na qual estao
dispostos em placas contendo meio de cultura Nutrient Agar (NA). Esses, foram obtidos
utilizando a técnica de estria.
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Figura 2 - [solados bacterianos apds 48 horas de incubagdo. A: Isolado CFB 041. B: CFB:
049. C: CFB 010. D: CFB 011.

Fonte: Autoria propria, 2023.

E importante destacar que essas caracteristicas indicam similaridades com o género
Bacillus, mas, para uma identificagdo precisa da espécie, ¢ necessario realizar o
sequenciamento genético, analisando os genes das bactérias e identificando de forma mais
precisa a espécie correspondente aos isolados bacterianos observados.

A diversidade de isolados associados ao género Bacillus apresenta-se como um
indicador favoravel das regides rizosféricas de plantas em sistemas agroecologicos de
produgdo. Essa diversidade atua como um indicador bioldgico da qualidade do solo (ZILLI et
al., 2003), uma vez que as bactérias isoladas confirmam a presenca desse género associado as
raizes. Além disso, a identificacdo de Bacillus spp. pressupde beneficios diretos para as
plantas exercidos por meio de mecanismos diretos e/ou indiretos (SAXENA et al., 2020).

3.2 Teste de Gram

Para o teste de Gram (Figura 3), do total de 19 isolados testados, 17 isolados
apresentaram-se como Gram-positivos, caracterizados pela coloracdo violeta escura, ao final
do teste, correspondendo a um total de 89,47% das amostras. Para identificacdo desses
isolados, foi adotada a seguinte nomenclatura: CFB 031, CFB 032, CFB 033, CFB 034, CFB
035, CFB 036, CFB 037, CFB 038, CFB 039, CFB 041, CFB 042, CFB 043, CFB 045, CFB
046, CFB 047, CFB 048 e CFB 049.

O teste foi utilizado para confirmar essa caracteristica, especialmente considerando
que as bactérias do género Bacillus sao Gram-positivas. Portanto, a presenca de isolados
Gram-positivos reforga a identificacdo desses organismos como pertencentes ao género.

Figura 3 - Identificagdo de bactérias gram-negativas (A) e gram-positivas (B).

Fonte: Autoria propria, 2023.
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3.3 Teste preliminar de meio solido para ensaio qualitativo da solubilizacio de fosfato

Durante o periodo de incubacdo de 14 dias a 28+1°C em meio NBRIP, foram
identificadas visualmente a auséncia de formagdo de halo e algumas formagdes pouco
perceptiveis para as bactérias isoladas. Logo, a utiliza¢gdo do meio ndo favoreceu a
identificacao da formacao de halo de maneira eficiente durante o periodo de incubagao.

Embora a formacdo de halo ndo tenha sido significativa, varios isolados demonstraram
capacidade de crescimento em meio NBRIP (Figura 4) com diferentes fontes de fosfato,
indicando uma possivel habilidade de se adaptar e utilizar esses nutrientes para seu
desenvolvimento.

Figura 4 - Crescimento da colonia dos isolados CFB 002, CFB 048 ¢ CFB 049 em meio
NBRIP adaptado.

Fosfato de Célcio M. M. Fostato bicalcico

P de Rocha

Fonte: Autoria propria, 2023.

No meio contendo (Ca(H,PO,4)2-H,O, 12 isolados apresentaram crescimento: CFB
031, CFB 034, CFB 035, CFB 036, CFB 037, CFB 038, CFB 041, CFB 049, CFB 042, CFB
007, CFB 008 e CFB 011, correspondendo a 54,55%. No meio com (CaHPO,), 10 isolados
(45,45%) apresentaram crescimento expressivo, sendo eles: CFB 031, CFB 034, CFB 035,
CFB 036, CFB 037, CFB 038, CFB 041, CFB 049, CFB 007 ¢ CFB 011. O meio contendo P6
de Rocha obteve 7 isolados com crescimento favoravel: CFB 031, CFB 035, CFB 036, CFB
037, CFB 038, CFB 049 e CFB 011, representando aproximadamente 31,82% dos isolados.

Assim, essas bactérias podem ser consideradas potenciais solubilizadoras de fosfato,
uma vez que seu desenvolvimento pode estar associado a solubilizagdo, mesmo que nao tenha
sido observada a formagio de halo. E importante destacar que a auséncia de halo em meio
solido ndo invalida a capacidade das bactérias em solubilizar fosfato. Um exemplo foi
observado por Nautiyal (1999), onde algumas bactérias foram capazes de solubilizar fosfato
em meio liquido (caldo), mesmo ndo formando halo em placa. De acordo com o autor, o
ensaio em placa ¢ prejudicado quando a formagao do halo ndo € perceptivel.

Em um estudo conduzido por Marra et al. (2012), foi observado que muitas cepas
bacterianas foram capazes de solubilizar Fosfato Bicélcico (CaHPO,) em meio liquido em
compara¢do com o meio solido. Esse resultado foi atribuido a maior difusdo dos acidos
organicos no meio liquido, o que facilita a solubiliza¢ao do fosfato.

Desse modo, a identificagdo do desenvolvimento da bactéria em meio contendo P ¢
favoravel a identificacdo de potenciais solubilizadores desse nutriente. Maharana e Dhal
(2021) apresentaram resultados que corroboram para a importdncia do crescimento
bacteriano, onde esse foi similar a solubilizacdo de P para Bacillus cereus, sugerindo uma
relagdo proporcional entre o crescimento bacteriano e a capacidade de solubilizagao.
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Posteriormente, ao final do periodo de incubacgao, avaliou-se a solubilizagao de fosfato
em meio NBRIP com azul de bromofenol. A formag¢ao de uma zona de descoloragao ao redor
das bactérias foi observada, o que indica a acidificagdo do meio e a disponibilizagdo de
fosforo (P) (Figura 5). Apenas os isolados CFB 041, em placa com (Ca(H,PO,)2-H,0, ¢ os
isolados CFB 049, CFB 041, CFB 007 e CFB 011 em placa contendo CaHPO,, apresentaram
a descoloracdo do ambiente ao seu redor, indicando a capacidade de acidifica¢dao. No entanto,
nenhuma formacao de descoloragdo foi identificada nas placas com P6 de Rocha.

Figura S - Identificacdo da descoloragao do meio NBRIP pelos isolados CFB 049 e CFB 041,
em meio contendo Fosfato Bicalcico (CaHPO,) com azul de bromofenol.

e
s

Fonte: Autoria propria, 2023.

O meio NBRIP com azul de bromofenol caracterizou-se qualitativamente como o mais
eficiente para a identificacdo da solubilizacdo de fosfato por bactérias. A identificacdo das
mudancgas de coloracdo do meio torna a analise mais efetiva, facilitando o reconhecimento e
reduzindo o tempo de incubagdo.

Portanto, o0 meio NBRIP com azul de bromofenol foi definido como o mais favoravel
para o ensaio qualitativo da solubilizacdo de fosfato, uma vez que a descoloragdo do meio
facilita a identificagdo da forma¢dao do halo. Assim como, os isolados CFB 049, CFB 041,
CFB 007 e CFB 011, que formaram halo, foram selecionados para o ensaio qualitativo da
solubilizacao de fosfato e indice de solubilizagao.

3.4 Ensaio qualitativo da solubilizaciao de fosfato

Nos resultados obtidos no ensaio qualitativo de solubilizacdo de fosfato, conforme
apresentado no Gréafico 3, verificou-se solubiliza¢do do fosfato quando utilizou-se o isolado
CFB 049 com a fonte FF2 e nos isolados CFB 041, CFB 047 e no CFB 011 com as fontes
FF1 e FF2, contudo, em todos estes tratamentos o IS foi <2 mm, caracterizando um baixo
indice de solubilizagdo. Nos demais tratamentos o IS foi igual a 1, indicando auséncia da
solubilizacao do fosfato.

Grifico 3 - Analise do Indice de Solubilidade em DIC em esquema fatorial 3x4.
Onde, FF1 corresponde ao Fosfato de Calcio Monobasico Monohidratado (Ca(H,PO,)2-H,0),
FF2 ao Fosfato Bicalcico (CaHPO,) e FF3 ao P6 de Rocha. As linhas verticais representam o
desvio padrao.
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Indice de solubilidade (mm)

CFB 049 CFB 041 CFB 007 CFB 011

Isolados

OFF1 BFF2 RFL3
Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Sendo assim, independente da fonte de fosforo utilizada, nenhuma interagdo entre
Bacillus foi responsavel por apresentar alto IS. Resultados semelhantes foram encontrados por
Costa et al. (2013) para bactérias em meio NBRIP contendo fosfato bicalcico, onde 94% das
estirpes avaliadas também produziram um baixo indice de solubilizacdo. Além disso, em um
estudo desenvolvido por Marra et al. (2012), 78 das estirpes (bactérias) avaliadas obtiveram
baixo indice de solubilizagdo em meio GELP contendo CaHPO,, Al(H,PO,), e FePO,.2:-H,0.

Ao comparar a escala de variagdo de cor do azul de bromofenol, de Pastore et al.
(2022), com a descoloracao do meio provocada pelos isolados, observou-se visualmente que
estes ndo apresentaram uma descoloragdo intensa e queda significativa de pH, indicada pela
cor amarela. Contudo, a descoloragao do meio causada pelos isolados sugere uma variagao de
pH entre 4,59 e 4,21. Ainda, ¢ importante destacar que a identificagdo da descoloracdo foi
realizada de maneira visual, sem a utilizagdo de métodos ou técnicas analiticas especificas
para identificagcdo com precisao.

Figura 6 - Isolados de Bacillus spp. CFB 049, CFB 041, CFB 007 ¢ CFB 011 em
meio NBRIP com azul de bromofenol. A: descoloragdao do meio para os isolados CFB 041 e
CFB 007. B: descoloracdo do meio para todos os isolados. C: auséncia de descoloragao para
todos os isolados.

Fosfato de Calcio M. M Fosfato Bicalcico P6 de Rocha

Fonte: Autoria propria, 2023.
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Ainda, com base na Figura 6, esses resultados indicam que a descoloracdo e formagao
do halo provocadas pela solubilizacao de fosfato, aliadas a fatores como producgdo de acidos
organicos e queda do pH, ndo foram identificadas de maneira expressiva na avaliacdo
presente. Esse efeito pode ser justificado pela utilizagdo do meio sé6lido, o que dificulta a
difusdo dos acidos organicos (MARRA et al., 2012), indicando a necessidade de avaliagao
quantitativa em meio liquido.

Além disso, em meio liquido e quantitativo, essas rizobactérias poderiam apresentar
outros mecanismos de solubilizacdo além da producdo de acidos organicos, uma vez que essa
producdo ndo foi expressiva na andlise qualitativa. Para Sharma et al. (2013), a solubilizagdo
de fosfato pela produgdo de acidos organicos e queda do pH ndo se apresenta como o Unico
meio. Em resultados apresentados por Chen et al. (2006), trés isolados foram responséaveis por
solubilizar fosfato por outro mecanismo nao interligado com a produgao de acidos organicos,
indicando que outras estratégias podem ser utilizadas para a solubilizagao.

Considerando o meio contendo P6 de Rocha, o indice de solubilizagao nao variou
além de 1, devido a falta de formacao ou identificacdo da zona de descoloragdo. Observou-se
também que a FF3 resultou no menor percentual de crescimento das colonias bacterianas no
teste com meio NBRIP incubado por um periodo de 14 dias. Com base nesses resultados,
concluiu-se que o pd de rocha utilizado nao ¢ uma fonte eficiente de foésforo no contexto deste
estudo.

Essa eficiéncia do pd de rocha pode estar relacionada a diversos fatores, como ao
material de origem, segundo Pereira et al. (2019), a rocha originaria apresenta diferentes
composi¢des quimicas e mineralogicas. Essas diferentes composi¢coes podem afetar a
presenca e a auséncia de determinados nutrientes no p6 de rocha, sendo necessario realizar
uma avaliacdo da sua composicdo antes de utiliza-lo como fonte alternativa de fésforo e
outros nutrientes.

Além disso, a eficiéncia do p6 de rocha no teste de solubilizacdo também pode ser
influenciada pela granulometria, ou seja, pelo tamanho das particulas. Em um estudo
desenvolvido por Ratke et al. (2020), foi observado que particulas menores de rocha
apresentam uma maior solubilidade e um tempo de dissolu¢do mais curto, quando comparado
com particulas maiores.

Dessa forma, € possivel que a granulometria do p6é de rocha tenha exigido um tempo
de agdo mais prolongado pelas bactérias isoladas, assim como um percentual de foésforo mais
baixo em comparacdo com as duas outras fontes de fosfato de altas concentragdes.

Através da analise de variancia, constatou-se apenas efeito significativo para os fatores
"isolado de Bacillus" (B) e "fontes de fosfato" (FF), ndo havendo influéncia da interacdo
desses fatores (B x FF). Sendo assim, os graficos 4 e 5 apresentam o indice de solubilidade
para o efeito isolado de tais fatores. Analisando o grafico 4, observa-se que o CFB 007
apresentou o maior IS, porém, sem diferir dos isolados CFB 041 e CFB 011. O menor IS foi
obtido com a utilizacdo do CFB 049, que por sua vez, também ndo difere dos isolados CFB
041 e CFB 011.
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Grafico 4 - Analise do indice de solubilidade (IS) em fungdo do efeito isolado de
Bacillus spp. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Dessa forma, embora os isolados utilizados sejam indicativos de pertencerem a
Bacillus spp., a variagdo do IS indica que a solubilizacdo de fosfato varia de acordo com a
espécie do género. Em trabalho realizado por Afzal et al. (2023), a variagdo da espécie de
Bacillus spp. resultou em diferentes capacidades de solubilizagdo de fosfato, onde Bacillus
velezensis, Bacillus subtilis e Bacillus safensis foram responsaveis pela formagao de halo. No
entanto, a solubilizacdo foi maior para B. velezensis quando comparado com as outras duas
espécies.

Grafico 5 - Andlise do indice de solubilidade (IS) em fun¢do do efeito isolado das
fontes inorganicas de fosforo (Fosfato de Calcio Monobésico Monohidratado

(Ca(H,PO,4)2-H,0) e Fosfato Bicalcico (CaHPO,). Médias seguidas pela mesma letra nao
diferem pelo teste de t a 5% de significancia para as médias.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

O IS em fungdo do efeito isolado de fontes de fosfato (Grafico 5), revelou que o
Fosfato Bicalcico (CaHPO,), foi superior quando comparado ao FF1, cuja média
correspondeu a 1,59mm, o que representou uma superioridade de 23,25% quando comparado
a fonte FF1 que apresentou 1,29mm. Em Marra et al. (2012), resultados favoraveis foram
encontrados tanto para meio sélido quanto em meio liquido GELP contendo CaHPO,. No
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meio solido, observou-se um aumento significativo no numero de cepas capazes de acidificar
o meio. No meio liquido, foi observada uma maior concentragao de acidos organicos.

Apesar de ambos serem fontes de fosfato, o Fosfato Bicalcico demonstrou uma maior
capacidade de solubilizagdao pelas bactérias, resultando em um aumento no nimero de cepas
capazes de acidificar o meio. Essa diferenca pode estar relacionada a composi¢ao quimica do
Fosfato Bicalcico e ao tratamento térmico ao qual ¢ submetido, por se tratar de um alimento
utilizado na ragdo animal. Esse tratamento térmico pode favorecer uma maior adaptabilidade
do metabolismo bacteriano, permitindo uma maior eficiéncia na solubiliza¢dao do fosfato.

4 CONCLUSOES

Os sistemas agroecologicos de producdo apresentam-se como promotores da
diversidade de microrganismos, os quais atuam como indicadores da qualidade bioldgica do
solo. Nesse contexto, as rizobactérias promotoras do crescimento de plantas isoladas nesse
estudo revelaram-se como indicadoras da presenca do género Bacillus associado as espécies
cultivadas na Mandala - Area Agroecoldgica da UEPB.

Embora a solubilizacdo de fosfato tenha apresentado um indice de solubilizagdo (IS)
baixo para os isolados, em meio s6lido NBRIP com azul de bromofenol, esse fator ndo se
apresenta como um indicativo definitivo da capacidade de solubiliza¢do desses isolados.

Assim, a analise qualitativa da solubilizagdo de fosfato ¢ apenas o ponto inicial dos
estudos dessa capacidade para os isolados bacterianos (Bacillus spp.) avaliados. Faz-se
necessario desenvolver analises quantitativas e estudos em campo para avaliar essa
capacidade em diferentes culturas, levando em consideracdo a quantidade solubilizada, como
também o comportamento dos isolados frente a caracteristicas ambientais ndo controladas,
bem como em competicdo com outros microrganismos. Essa abordagem ¢ essencial para
permitir o uso desses isolados em sistemas agroecoldgicos e organicos, abrangendo uma
ampla variedade de culturas na regido paraibana.
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