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RESUMO: O fésforo € um macronutriente limitante
para a producdo agricola. O trabalho objetivou: (i)
isolar e quantificar bactérias solubilizadoras de
fosfato do lodo de esgoto de abatedouro de aves,
(ii) caracterizar os isolados de acordo com a
morfologia celular e da colénia e (iii) avaliar o
crescimento de plantas de milho em resposta a
aplicagdo dos isolados em conjunto com fosfato
natural. As bactérias foram isoladas em meio de
cultura contendo fosfato de calcio. A avaliagao
morfoloégica consistiu na descrigdo do formato
celular, coloragdo gram e nas caracteristicas das
colénias. Para fazer uma avalicdo da solubilizagao
de fosfato natural (FN), realizou-se inoculagdo em
sementes de milho na presenga de fosfato de
Araxa. O experimento consistiu de dez tratamentos:
oito isolados bacterianos + FN, FN e controle. O
experimento foi conduzido em casa-de-vegetacao
por 45 dias, em delineamento inteiramente
casualizado, com seis repeticbes e a unidade
experimental foi um vaso contendo duas plantas. As
variaveis mensuradas foram as caracteristicas de
crescimento da planta. Foram isoladas oito estirpes
bacterinas e todas formaram halo de solubilizagdo
de fosfato in vitro. Todos os isolados apresentaram
coloragédo gram positiva e 90% apresentaram forma
de bastonete e 10% de cocos. A inoculagdo da
estirpe LSOF-7 em conjunto com FN promoveu
incrementos na matéria seca de plantas de milho,
17% frente ao tratamento contendo apenas FN e
40% em relagcdo ao controle. Conclui-se que os
lodos de esgoto de abatedouro de aves contém
bactérias com potencial de promogdao do
crescimento de plantas de milho.

Termos de indexag¢do: Zea mays, bactérias
promotoras de crescimento de plantas, residuos
solidos.

INTRODUGAO

Depois do nitrogénio, o fosforo é o segundo
macronutriente limitante para a produgao agricola
no pais e no mundo (Vance et al., 2003). Sem a
presenga de P, fungbes bioldgicas basicas como a
formagcdo de 4acidos nucleicos, fosfolipidios,
metabolismo energético e regulacdo enzimatica,

ndo poderiam ser possiveis (Rausch & Bucher,
2002).

Para evitar uma possivel caréncia deste
nutriente existem na atualidade diversos esforgos de
diferentes setores objetivando tornar as plantas
mais adaptaveis a ambientes de baixa fertilidade,
melhorando assim a capacidade da mesma na
procura e obtencdo de nutrientes (Lynch, 2007).
Outro foco de estudo é uso de bactérias
solubilizadoras de fosfato (BSP), para possibilitar o
uso de fontes de foésforo pouco solliveis, como os
fosfatos naturais (Baldotto et al., 2012). O fosfato
natural € um produto obtido por ataque da rocha
fosfatica, apresenta baixa concentracdo de P,Os e
pode ser aplicado como fertilizante de aplicagédo
direta no solo ou como material para industria de
fertilizantes (Loureiro et al., 2008).

O presente trabalho teve como objetivos: (i)
isolar e quantificar bactérias solubilizadoras de
fosfato do lodo de esgoto de abatedouro de aves,
(ii) caracterizar as bactérias de acordo com a
morfologia celular e morfologia da col6nia e (iii)
avaliar a capacidade das bactérias em solubilizar
fosfato natural utilizando plantas de milho em casa-
de-vegetacéo.

MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras de lodo

Amostras de lodo de esgoto de abatedouro de
aves (residuo gerado no sistema de tratamento de
efluentes do tipo Lodos Ativados/Aeracao
Prolongada) foram cedidas pelas Organizacbes
FRANCAP S.A. As amostras foram transportadas
para o Setor de Floricultura da Universidade Federal
de Vigosa, Campus Florestal, onde foi realizado os
trabalhos microbiolégicos nos anos de 2013 e 2014.

O lodo foi caracterizado quimicamente por
apresentar: N 9.5, P 1.1, K 0.45, Mg 1.35, S 0.18,
CO 18.72 dg/Kg ; Zn 517, Fe 1908 , Mn 114, Cu
342, B 8.3 mg/Kg ; pH 6.7; C/N 1.96.

Isolamento e quantificagido de bactérias
solubilizadoras de fosfato
Amostras de 10 g de Ilodo foram

homogeneizadas em 90 mL de solugdo salina
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(NaCl, 0,85 g L") e a partir dessa diluicdo (10™")
foram realizadas diluigbes seriadas até 107%
Amostras de 100 pL de cada diluicdo foram
transferidas para placas de Petri contendo meio
soélido constituido de 10 g de glicose, 5 g de cloreto
de amdnio (NH4CI), 1 g de cloreto de sddio (NaCl), 1
g de sulfato de magnésio heptahidratado (Mg
S0,4.7H,0), 1 g de fosfato de calcio (Cas(PO,4);0H),
15 g de &gar bacteriologico, 2 mL de fungicida
Cerconil (0,1 g L'1), 1000 mL de agua destilada, pH
ajustado para 6,5 com acido sulfurico (H,SO,) e/ou
hidréxido de potassio (KOH) e incubadas a 30°C
por 3 dias. A formacéo de halo translicido ao redor
da colbnia indicou atividade solubilizadora de
fosfato. Colbnias individuais foram transferidas para
meio liquido DYGS (Dd&bereiner et al., 1995) e
mantidas a 30°C, 120 rpm por 24 h. Em seguida, as
bactérias foram transferidas para placas de Petri
contendo o0 mesmo meio descrito acima para
determinagao do indice de solubilizagéo de fosfato e
purificacdo dos isolados. O indice de solubilizagao
foi calculado por meio da férmula: didmetro médio
do halo de solubilizagao/diametro médio do halo da
colénia. Os isolados foram estocados em
microtubos plasticos contendo agua destilada
autoclavada para uso de rotina.

Caracterizagdo morfolégica das células e das
colonias dos isolados bacterianos

Apods o isolamento, as bactérias cresceram em
meio liquido DYGS por 24 h, a 30°C e 120 rpm e
foram colocadas em placas de Petri contendo esse
mesmo meio, porém solido. As placas ficaram em
estufa bacterioldgica a 30°C por 7 dias e as colbnias
que ali cresceram foram caracterizadas de acordo
com as caracteristicas das células (forma, coloragéo
gram) e as caracteristicas das colbnias (forma, cor,
tamanho, elevagéo, borda, superficie € mucosidade)
(Perin, 2003).

Ensaio de selecdao de bactérias solubilizadoras
de fosfato na cultura do milho em casa-de-
vegetacgao

O experimento consistiu em dez tratamentos:
oito isolados bacterianos + fosfato natural (FN), um
tratamento contendo apenas FN, e controle (sem
bactéria e sem FN). O experimento foi conduzido
durante 45 dias em casa-de-vegetacdo, no
delineamento inteiramente casualizado, com 6
repeticbes e a unidade experimental foi um vaso
contendo 2 plantas de milho.

Para obtencdo do pré-indculo, as bactérias
foram crescidas em 5 mL de meio liquido DYGS por
24 h, a 30 °C e 120 rpm. O pré-inéculo foi vertido
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em frascos de erlenmeyer contendo 200 mL de
meio DYGS, que permaneceram por 24h, a 30°C
sob agitagdo de 120 rpm para obtenc¢ao do indculo.
A inoculagdo foi realizada no erlenmeyer pela
imersdo das sementes de milho. Cada tratamento
ficou imerso no meio bacteriano por 2 horas, com
posterior aplicagcdo do mesmo meio bacteriano no
substrato. Os controles foram imersos em meio
liguido DYGS autoclavado. Posteriormente, as
sementes foram transferidas para vasos de 0,7 dm?®
contendo substrato caracterizado quimicamente por
apresentar: pH 4.1 ; P 6.8, K 78 mg/dm3; Ca 0.6,
Mg 0.3, Al 1.4, H+Al 7.59, SB 1.10, CTC(t) 2.50,
CTC(T) 8,69 cmolc /dm3; V 13, m 56 %. A aplicagédo
de fosfato natural de Araxa (fluorapatita, com 22,7%
P,Os total, 4,3% de P,0Os soluvel em &acido citrico
2% (1:100), em po) se realizou na razdo de 10g/kg
de solo (Ribeiro et al., 1999 ).

Aos 45 dias apoés plantio, as plantas foram
coletadas para a mensuragdo das seguintes
variaveis: altura da planta (ALT); didametro do caule
(DIAM); nuamero de folhas (NF); matéria fresca da
raiz (MFR); matéria fresca da parte aérea (MFPA);
matéria fresca total (MFT); matéria seca da raiz
(MSR), matéria seca da parte aérea (MSPA),
matéria seca total (MST) obtidas pela secagem em
estufa sob ventilagdo forcada de ar a 65 °C por 72
horas e posterior pesagem em balanca de precisao.

Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de
variancia por meio do programa R e as médias
foram comparadas pelo teste de TUKEY a 5 % de
probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No lodo de esgoto de abatedouro de aves foi
possivel o isolamento de 8 estirpes bacterinas e a
quantificacdo das UFC em 17,70x1015/g de lodo.

Ndo existe uma garantia que as estirpes
bacterianas que apresentaram os maiores indices
de solubilizagdo de fosfato in vitro, oferecam os
melhores resultados nos testes em viveiro ou em
campo, pois as condigcbes agroambientais e de
simbiose afetam o desempenho da inoculagao.

Na tabela 1 e 2, pode-se observar a
caracterizacdo morfolégica das bactérias isoladas
do lodo de esgoto de abatedouro de aves. Todas
apresentaram coloracdo gram-positiva e mais de
85% apresentaram formato de cocos.

Com relagdo a morfologia das colbnias, todas
apresentaram formato circular, superficie lisa e
auséncia de mucosidade. Predominou a coloragao
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branca (87,5%) seguida da coloragcdo amarela
(12,5%). O didmetro da coldnia apresentou
variagdo, 50% dos isolados apresentaram didmetro
igual 1,5 mm, 25 % maior que 1 mm e os 25%
restantes didmetro inferior a 1mm. Houve
predominio de borda inteira (87,5%), seguida pela
denteada (12,5%). Resultados que diferem dos
encontrados por de Bobadilla e Rincén (2008), onde
a coloragdo amarela (100%) predominou nas
estirpes. No mesmo trabalho, a mucosidade foi
observada em 80% dos isolados. Tanto para a
superficie e bordas, o presente trabalho e o de
Bobadilla e Rincén (2008) apresentaram 80% dos
isolados com bordas inteiras e superficie lisa.

As pesquisas feitas tém demostrado uma rica
variedade de formas, tamanhos, cores e reagodes
bioquimicas de bactérias, com capacidade de
solubilizar fosfato inorganico e organico (Baldotto,
2008; Bobadilla e Rincén, 2008). No entanto, esses
trabalhos apresentam uma tendéncia com relacédo a
morfologia das células e das colbnias dos isolados
bacterianos, em apresentarem colbnias circulares,
de coloragdo branca ou creme, com borda inteira,
células com coloragdo gram-positiva e formato de
COCOS.

As médias das variaveis de crescimento do milho
em resposta a inoculagdo bacterina na presenga de
FN e nos controles estdo apresentados na tabela 3.

O isolado LSOF-7 promoveu incrementos
significativos na biomassa das plantas de milho, foi
0 unico tratamento que alcangou um peso de 1,00g,
superior aos 0,60g do controle e aos 0,83g do
tratamento s6 com FN, isto significa um rendimento
de 40 e 17%, respectivamente. Segundo a
AGEITEC (2011), com uma baixa tecnologia de
produgdo, a densidade da cultura do milho é de
40.000 a 50.000 plantas/ ha. Com estirpe bacteriana
LSOF-7, se logra alcangar incrementos de no
minimo 17 % respeito aos outros tratamentos, logo,
a potencialidade que apresenta esta estirpe, como
possivel inoculante é promissora.

CONCLUSOES

1. As bactérias solubilizadoras de fosfato habitam os
lodos de esgoto de abatedouro de aves em
quantidades superiores a 17,70 x 10" UFC/g de
lodo.

2. Os isolados bacterianos de lodo de esgoto de
abatedouro de aves apresentam a capacidade de
solubilizar fosfato de calcio in vitro.

3. O isolado UFVLSOF-7 promove o crescimento de
plantas de milho e apresenta potencial para uso na
formulacao de inoculantes e biofertilizantes.
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Tabela 1. Caracterizagcdo morfolégica das colénias dos isolados bacterianos de lodo de esgoto de
abatedouro de aves.

dentificagdo dos Caracteristica Morfologica da Colbnia

isolados bacterianos

Coloragao Tamanho Elevagao Forma Borda Superficie  Muco
UFVLSOF-1 Branco > 1,0 mm Plana Circular Inteira Lisa 0%
UFVLSOF-2 Branco > 1,0 mm Plana Circular Inteira Lisa 0%
UFVLSOF-3 Branco =1,5mm Lente Circular Inteira Lisa 0%
UFVLSOF-4 Branco =1,5mm Convexa Circular Inteira Lisa 0%
UFVLSOF-5 Branco =1,5mm Convexa Circular Inteira Lisa 0%
UFVLSOF-6 Branco =1,5mm Plana Circular Inteira Lisa 0%
UFVLSOF-7 Branco <1,5mm Pulvinada Circular Denteada Lisa 0%
UFVLSOF-8 Amarelo <1,5mm Plana Circular Inteira Lisa 0%

Tabela 2. Caracteristicas de crescimento: altura da planta (ALT), didmetro do caule (DIAM), numero de
folhas (NF), matéria fresca da raiz (MFR), matéria fresca da parte aérea (MFPA), matéria fresca total
(MFT), matéria seca da raiz (MSR), matéria seca da parte aérea (MSPA), matéria seca total (MST);
quadrado médio do residuo (QMR) e coeficiente de variagdo (CV) de plantas de milho (Zea mays) em
resposta a inoculagéo de bactérias solublizadoras de fosfato e fosfato natural (FN).

TRATAMENTOS ALT DIAM NF MFR MFPA MFT MSR MSPA MST
mm mm und g

Controle 364 a 291 ¢ 4a 411 ab 1,97 a 6,09 a 0,38 b 0,22 a 0,60 b
FN 353 a 3,15 bc 4a 5,15a 2,40 a 7,55a 0,51 ab 0,33 a 0,83 ab
UFVLSOF-1 + FN 404 4,00 a 5a 5,30 a 2,76 a 8.07 a 0,49 ab 0,35a 0,84 ab
UFVLSOF-2+FN 413 a 3,75 ab 4a 517 a 2,66 a 7,83 a 0,52 ab 0,33 a 0,85 ab
UFVLSOF-3+ FN 405 a 3,68abc 4a 4,53 ab 242 a 6,95 a 0,40 b 0,32a 0,73 ab
UFVLSOF-4 + FN 415a 366abc 4a 4,49 ab 2,54 a 7,03 a 0,51 ab 0,33 a 0,84 ab
UFVLSOF-5 + FN 399 a 365abc 4a 4,09 ab 2,32a 6,41a 041 b 0,32a 0,38 ab
UFVLSOF-6 + FN 390 a 3,55abc 4a 4,20 ab 2,40 a 6,65 a 042 bc 036a 0,74 ab
UFVLSOF-7 + FN 290 a 356abc 4a 4,61 ab 1,84 a 6,81a 0,69 a 0,30 a 1,00 a

UFVLSOF-8 + FN 380 a 3,68abc 4a 3,34 b 2,47 a 5,82 a 0,49 ab 0,35a 0,84 ab
QMR 47,13 0,17 0,067 0,78 0,37 1,68 0,017 0,0077 1,41

CV (%) 18,0 11,7 6,5 19,5 25,5 21,8 27,5 27,1 171




