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RESUMO

IGLESIAS-BARRERA, Gustavo Andres, Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2020.
Potencial de liberagéo de fosfato pela microbiota do solo suprida com diferentes fontes de
carbono. Orientador: Mauricio Dutra Costa.

Com vistas a sustentar a crescente demanda mundial por alimentos, a utilizacdo de grande
quantidade de adubos na agricultura tornou-se pratica comum do manejo das lavouras. Em
cenario de limitada disponibilidade de fontes naturais de P, a ampla utilizacdo de adubos
fosfatados na agricultura brasileira tem sido posta em questdo em razao da elevada capacidade
da maioria dos solos nacionais de adsorver fosfatos na matriz mineral. Nesse contexto,
microrganismos solubilizadores de fosfato (MSF) tém sido estudados visando ao
desenvolvimento de técnicas biotecnologicas que permitam o aproveitamento agricola de
apatitas pouco reativas, a melhoria da eficiéncia dos adubos fosfatados e a reversao da forte
adsorcdo de P no solo. Os MSF habitam principalmente a rizosfera, estando sujeitos as
flutuacGes quali-quantitativas das deposicdes de C radiculares. Dessa forma, o objetivo deste
trabalho foi o de estudar o potencial de liberacdo de fosfato a partir de um Latossolo Vermelho,
originario de Patos de Minas, MG, pela microbiota do solo suprida com diferentes fontes de C
comumente presentes nos exsudados radiculares. O potencial de disponibilizacdo de P foi
avaliado em amostras de solo incubadas em meio NBRIP, a 25 °C por 15 dias, suplementado
com 3,99 g L? de C na forma de &cidos organicos, aglcares e aminoacidos, sendo cada
composto testado individualmente ou em combinacdes especificas. Avaliou-se, também, o
nimero de unidades formadoras de colonias de MSF no solo tratado com 0s compostos
organicos que levaram a maior liberacdo de P. Esses mesmos compostos foram também
testados em sistema de stirred-flow para se estimar a liberacdo de P independente da atividade
microbiana. Sete compostos aumentaram significativamente a liberacdo de P: quatro acidos
organicos (acidos malico, fumarico, aconitico e latico), um acucar (manose) e dois aminoacidos
(acido aspartico e lisina). O acido malico levou a maior concentracdo de P disponivel no
sobrenadante, correspondendo a 91,56 pg g%, sequido da manose, com 8,25 g g*, e do acido
aspartico, com 7,81 pug g*. Proporcéo significativa do P disponibilizado é imobilizado na
biomassa microbiana do solo. Os tratamentos com solo suplementado com &cido malico,
manose e acido aspartico apresentaram nameros de unidades formadores de coldnia (UFC) de
MSF significativamente superiores ao controle, sem a adicdo desses compostos. A maior
percentagem de MSF em relacdo ao numero total de UFC no solo foi encontrada nos

tratamentos com acido malico e correspondeu a 89,7 %. No sistema de stirred-flow, 0 composto



mais eficiente em liberar P do solo foi o acido malico, com 36,4 ug g* ao final de 180 min de
fluxo da solucdo contendo o composto. As combinagdes dos compostos mais eficientes
promoveram niveis de disponibilizacdo de P inferiores aqueles obtidos nos tratamentos com
acido malico sozinho. Conclui-se que alguns compostos tipicos da rizosfera, quando
adicionados ao solo, podem aumentar a disponibilidade de P. A liberagdo de P ocorre por
mecanismos dependentes e independentes da atividade microbiana. O acido méalico e a manose
aumentam as populagdes de MSF no solo. Parte significativa do P disponibilizados em fungéo
da adicdo de compostos organicos ao solo € imobilizada na biomassa microbiana, tornando-se
reservatorio labil desse nutriente. Pesquisas futuras deverdo ser realizadas para se determinar
os efeitos diretos e indiretos desses compostos sobre os reservatérios de P do solo. Esses dados
podem contribuir para a selecdo de plantas e microrganismos mais aptos a explorar as formas

de P do solo menos disponiveis, aumentando a eficiéncia dos adubos fosfatados.

PALAVRAS-CHAVE: Rizosfera. Exsudatos radiculares. Solubilizacio de fosfato. Acidos

organicos. Acucares. Aminoacidos. P microbiano



ABSTRACT

IGLESIAS-BARRERA, Gustavo Andres, Universidade Federal de Vigosa, February, 2020.
Potential soil phosphate release by the soil microbiota supplied with different carbon
source. Advisor: Mauricio Dutra Costa.

In order to sustain a growing demand for food in the world, the use of large amounts of
fertilizers in agriculture has become a common crop management practice. In a scenario of
limited availability of natural P sources, the widespread use of phosphate fertilizers in Brazilian
agriculture has been put to question since most Brazilian soils can strongly adsorb phosphates
in the mineral matrix. In this context, phosphate solubilizing microorganisms (PSM) have been
studied aiming at the development of biotechnological techniques that allow the agricultural
use of low reactive apatites, the improvement of phosphate fertilizer efficiency, and the
reversion of strong P adsorption in the soil. PSM are mainly rhizosphere inhabitants, being
subject to qualitative and quantitative fluctuations in root carbon depositions. Thus, the
objective of this work was to study the potential phosphate release from a red Oxisol from Patos
de Minas, MG, by the soil microbiota supplied with different carbon sources commonly present
in root exudates. The potential for P release was evaluated in soil samples incubated with
NBRIP medium, at 25 ° C for 15 days, supplemented with 3.99 g L™ of carbon as organic acids,
sugars, and amino acids, each compound being tested individually or in specific combinations.
The number of colony forming units (CFU) of PSM in the soil treated with the organic
compounds that led to the highest P release was also evaluated. The same compounds were also
tested in a stirred-flow system to evaluate microbial activity-independent P release. Seven
compounds significantly increased P release: four organic acids (malic, fumaric, aconitic, and
lactic acids), one sugar (mannose) and two amino acids (aspartic acid and lysine). Malic acid
led to the highest concentration of P available in the supernatant of 91.56 pg g, followed by
mannose, with 8.25 g g, and aspartic acid, with 7.81 pg g-1. A significant part of the released
P is immobilized in the soil microbial biomass. The treatments with soil supplemented with
malic acid, mannose, and aspartic acid showed significantly higher numbers of PSM CFU
compared to the control without the addition of these compounds. The highest percentage of
PSM in relation to the total number of CFU in the soil was found in the treatment with malic
acid and corresponded to 89.7 %. In the stirred-flow system, the most efficient compound in
releasing P from the soil was malic acid, with 36.4 pg g after 180 min of flow of the solution
containing the compound. The combinations of the most efficient compounds did not promote

levels of P release higher than those obtained in the treatments with malic acid alone. It is



concluded that some compounds typical of the rhizosphere, when added to the soil, can increase
P release. P release takes place by microbe-dependent and microbe-independent mechanisms.
Malic acid, mannose and aspartic acid increase PSM populations in the soil. A significant part
of the P released due to the addition of organic compounds to the soil is immobilized in the
microbial biomass, becoming a labile reservoir of this nutrient. Additional research should be
carried out to determine the direct and indirect effects of these compounds on soil P reservoirs.
These data can contribute to the selection of plants and microorganisms capable of exploring

the less available forms of soil P, increasing phosphate fertilizer efficiency.

KEYWORDS: Rhizosphere. Roots exudates. Phosphate solubilization. Organic acids. Sugars.

Amino acids. P microbial biomass
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1. INTRODUCAO

A agricultura do século XXI encontra-se em face de grandes desafios para atender a
crescente demanda da populagdo mundial por produtos agropecuarios. No ano de 2018, o
planeta atingiu a marca de 7,2 bilhdes de habitantes. Estima-se que essa populacdo seréd
duplicada nos préximos 60 anos. A crescente populacdo demanda aumentos progressivos na
producdo de alimentos, madeira, biodiesel, dentre outros produtos agricolas e florestais,
levando a pressfes por incursfes agricolas nas areas remanescentes dos biomas naturais e a
perspectiva de exaustdo de recursos ndo-renovaveis, como 0s minerais e rochas utilizados na
fabricagéo de adubos.

Na agricultura tradicional, elevadas quantidades de fertilizantes sdo aplicadas
periodicamente aos solos visando-se atingir o pleno potencial produtivo das culturas. Dentre 0s
macronutrientes utilizados em maiores quantidades nos cultivos agricolas, encontram-se o N e
0 P, que sdo os mais limitantes a producdo vegetal. Tendo em conta que o0 P € recurso nao
renovavel e que seus reservatorios sao limitados, ha crescente preocupagdo mundial no sentido
de se promover a adogdo de praticas que permitam a eficiente utilizacdo desse nutriente na
agricultura. Nesse cenario, algumas ferramentas biotecnoldgicas vém emergindo como
alternativa para o incremento da eficiéncia de uso dos fertilizantes fosfatados e para producgéo
agricola sustentavel. Dentre as estratégias biotecnoldgicas mais promissoras, destaca-se 0 uso
de microrganismos do solo com o potencial de promover o crescimento vegetal por meio de
variados mecanismos, a exemplo da producéo de fitorménios, do antagonismo a patdgenos e
da transformacéo de reservatdrios de nutrientes pouco reativos em formas disponiveis para as
plantas.

Um importante grupo microbiano com capacidade de promover o crescimento vegetal
sdo 0s microrganismos solubilizadores de fosfato (MSF). Os MSF participam das
transformacdes de P no solo atuando nos processos de solubilizacdo das formas inorganicas e
na mineralizacdo das formas organicas do nutriente. O processo de solubilizacdo microbiana de
fosfato é realizado pela liberacdo de ions H* e acidos organicos pelos MSF. Em geral, os
fosfatos naturais apresentam maior solubilidade em meios com pH 4&cidos. Ja os &cidos
organicos complexam os cations da matriz mineral dos fosfatos naturais, deslocando o
equilibrio quimico no sentido da liberagdo do P em solucdo. A mineralizacdo de formas
organicas de P é realizada por meio de enzimas denominadas genericamente de fosfatases.

No solo, os MSF habitam principalmente a rizosfera das plantas. Nesse local, o aporte
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de C reduzido pode corresponder a até 40 % do total de C fixado. As deposicGes de C na
rizosfera incluem diferentes compostos, a exemplo dos &cidos organicos, agUcares,
aminodcidos, reguladores de crescimento, dentre outros. A maior disponibilidade desses
compostos na rizosfera promove maior atividade microbiana, tornando esse local o sitio de
maior potencial de mineralizacdo, solubilizacdo e, ou dessorcdo de P. A identidade dos
compostos organicos exsudados pelas raizes que afetam esses processos na rizosfera é
desconhecida. Da mesma forma, ainda permanece sem elucidacdo se a presenca de
determinados exsudados radiculares pode contribuir de forma significativa para o
estabelecimento e multiplicagédo de MSF no solo.

O entendimento dos efeitos de compostos comumente encontrados na rizosfera sobre os
processos de disponibilizacdo microbiana de P no solo pode levar a selecdo de plantas e
microrganismos que permitam o aproveitamento mais eficiente dos adubos fosfatados usados
na agricultura e a mobilizacdo dos reservatorios de P mais recalcitrantes. Dessa forma, o
objetivo deste trabalho foi o de estudar o potencial de liberacdo de fosfato a partir de um
Latossolo Vermelho, originario de Patos de Minas, MG, pela microbiota do solo suprida com

diferentes fontes de C comumente presentes nos exsudatos radiculares.
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2. CAPITULOI

REVISAO DE LITERATURA
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REVISAO DE LITERATURA

O P é o segundo nutriente mais abundante nos tecidos vegetais, com quantidades na
matéria seca inferiores somente as do nitrogénio (Nesme et al., 2018). O elemento € essencial
para o crescimento vegetal e para o funcionamento de muitos processos metabdlicos celulares,
sendo também componente estrutural de fosfolipidios, &cidos nucleicos e coenzimas
(Hawkesford et al., 2011). O P é fundamental nas reacGes de transferéncia de energia nas
células, sendo constituinte de moléculas importantes, a exemplo do ATP. Da mesma forma, o
elemento é fundamental para muitos processos enzimaticos, atuando como substrato de muitas
reacOes bioquimicas (Hawkesford et al., 2011; Shen et al., 2011).

O P ¢ absorvido pela planta na forma de ortofosfato [H2PO4~, HPO4?] (Novais et al.,
2007). Em geral, durante o crescimento, as espécies vegetais requerem de 3a5 mg g™ de P na
massa seca (Shen et al., 2011). A concentragGes acima de 10 mg g, sintomas de fitotoxicidade
passam a ser observados (Shen et al., 2011). A deficiéncia de P provoca reducdo da
multiplicacdo celular, com consequente diminuicdo da expansdo do limbo foliar e do nimero
de folhas. Nessas condigdes, as concentracOes foliares de clorofila tendem a aumentar (Novais
et al., 2007; Richardson et al., 2009). Os principais sintomas de deficiéncia de P incluem o
nanismo e a pigmentacéo arroxeada das folhas basais (Ha e Tran, 2014).

O P ¢ encontrado em formas inorganicas e organicas no solo (Youssef et al., 2018). As
formas inorgéanicas correspondem de 35 a 75 % do P total (Shen et al., 2011). Na fracao
inorganica, os principais minerais primarios fosfatados sdo as apatitas, estrengitas e variscitas
(Shen et al., 2011). Esses minerais sdo caracterizados por serem altamente estaveis, com
liberacdo de P no solo muito lenta (Belchior et al., 2012). Ja os minerais fosfatados secundarios,
ou seja, os fosfatos de Fe, Al e Ca, possuem capacidade de liberacdo de P variavel em funcéo
da composicdo quimica e das condi¢oes do solo (Hawkesford et al., 2011). No solos brasileiros
sdo encontrados majoritariamente os fosfatos de Fe e Al, enquanto que naqueles com histérico
de agricultura intensiva e calagem, os fosfatos de Ca sdo encontrados em pequenas quantidades
(Hawkesford et al., 2011).

A fracdo organica de P no solo ¢ dividida em formas estaveis, a exemplo dos fitatos e
fosfonatos, e de formas ativas, tais como os polifosfatos organicos (Weihrauch e Opp, 2018).
A matéria organica e a biomassa microbiana representam também importante reservatorio de P
organico no solo (Stewart e Tiessen, 1987). Os teores de P microbiano variam de 10 a 90 kg

ha* a depender do tipo de solo, da disponibilidade de outros nutrientes, do pH, dentre outros
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fatores (Smith e Paul, 1990; Martinazzo et al., 2007). Ja a matéria organica dos solos varia de
9 a 45 g kg (Dieckow et al., 2009; Dick et al., 2010)

O P é pouco mbvel no solo, sendo rapidamente adsorvido a matriz mineral ou
precipitado em formas pouco sollveis (Belchior et al., 2012; Youssef et al., 2018). As formas
inorganicas de P no solo podem ser classificadas como labeis ou ndo labeis (Novais et al.,
2007). O P-labil corresponde aquele que se encontra fracamente ligado a fracdo mineral,
estando em equilibrio com a solucdo do solo (Shen et al., 2011). O P-ndo labil corresponde a
fracdo do elemento fortemente adsorvida as argilas, formando ligacGes de alta energia. Esse
fendmeno, denominado fixagédo de P, leva ao sequestro do elemento na matriz mineral do solo,
tornando-o indisponivel para as plantas (Novais et al., 2007). O mecanismo mais provavel de
formacéo da fragdo de P-ndo labil envolve o estabelecimento de duas ligagdes covalentes entre
o fosfato e a superficie das argilas (Novais et al., 2007)

A maioria dos solos brasileiros apresentam elevada capacidade de adsorcao de P (Eduah
et al., 2019). Grande parte do nutriente aplicado ao solo fica retida na fase solida, com baixo
aproveitamento pelas plantas (Roy et al., 2016). Em estudo realizado com 2P, demonstrou-se
que a eficiéncia de aproveitamento do P, apds a aplicacdo do nutriente como superfosfato triplo,
foide 7 a 9,8 % (Franzini et al., 2009). Essa caracteristica contribui para a reducgéo da eficiéncia
econdmica e da sustentabilidade dos sistemas agricolas brasileiros. A titulo de exemplo, a cada
ano, somente no Estado de Minas Gerais, mais de 15 Kg ha de P séo fixados nos solos (Roy
et al., 2016). Em todo o Pais, esse problema atinge cifras significativas, fato que tém sido alvo
de preocupacdo em razao das jazidas de fosfatos naturais serem recursos ndo renovaveis (Roy
et al., 2016).

No solo, a microbiota participa ativamente das transformacées do P (Richardson, 2001).
Um dos papéis mais importantes dos microrganismos relaciona-se a capacidade microbiana de
solubilizar formas inorganicas do elemento e de mineralizar as organicas, aumentando a
disponibilidade do nutriente no solo (Alori et al., 2017a). Microrganismos que atuam na
solubilizacdo de P a partir de fontes inorganicas sdo chamados de microrganismos
solubilizadores de fosfato [MSF] (Berg, 2009; Mendes et al., 2014).

Os MSF sdo taxonomicamente diversos e englobam fungos filamentosos ou
leveduriformes e bactérias que sdo isolados diretamente do solo ou de outros ambientes
(Oliveira et al., 2009; Alori et al., 2017b). Diversos géneros de fungos, tais como Aspergillus
e Colletotrichum, e de bactérias, a exemplo de Bacillus, Enterobacter, Klebsiella, Pochonia e
Pseudomonas, tém sido estudados como solubilizadores de fosfato e, na atualidade, isolados

eficientes no processo sdo utilizados na producédo agricola e florestal. (Oliveira et al., 2009;
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Sharma et al., 2013; Hiruma et al., 2016; Sarabia et al., 2017; Suelen et al., 2018). Esses
microrganismos aumentam a disponibilidade de P a partir de reservatorios pouco reativos.
(Afzal et al., 2019; Ferrol et al., 2019). A diversidade de MSF propicia diferentes mecanismos
de disponibilizagdo de P (Sharma et al., 2013; Mendes et al., 2014), os quais irdo depender
das formas do elemento no solo e das condi¢des do ambiente, tais como pH, salinidade,
temperatura, disponibilidade de C, dentre outras (Duffy et al., 2005; Figueiredo et al., 2016).

As formas inorgénicas pouco soliveis podem ser solubilizadas mediante a liberacéo
microbiana de substancias com a capacidade de dissolver minerais, tais como acidos organicos
e sider6foros (Ahemad e Kibret, 2014). Essas substancias complexam os cations que estao
ligados ao fosfato, tomando-o livre e disponivel para absorcao pelas plantas ou pela microbiota
do solo (Oliveira et al., 2009; Alori et al., 2017a). A solubilizacéo de fosfatos naturais também
pode acontecer pela extrusdo de protons concomitante a respiragdo aerobica ou a absorcao de
NH4* (Sharma et al., 2013). Em geral, a solubilidade dos fosfatos aumenta em meios com
menores valores de pH (Lindsay, 1979). No entanto, o efeito do pH na solubilizacao de fosfatos
é altamente variavel dependendo da fonte de P, em alguns relatos, ndo foram observadas
correlacdes inversas entre 0 pH do meio e a concentracdo de P em solucdo. (Sato e Comeford,
2005; Jamal et al., 2018).

Acidos organicos produzidos por microrganismos, tais como os &cidos oxalico e citrico,
sdo eficientes na solubilizacdo de fosfatos de rocha (Vyas e Gulati, 2009; Mendes et al., 2014;
Nascimento, 2018). A producéo de acidos organicos por MSF tem sido relatada principalmente
em fungos filamentosos (Scervino et al., 2010). Da mesma forma, bactérias rizosféricas podem
também efetuar a producédo desses metabdlitos (Scervino et al., 2010; Sarabia et al., 2018a).
Os efeitos diretos e indiretos da producdo microbiana de acidos organicos nas interacdes
ecoldgicas entre as popula¢ées de MSF ndo sdo ainda conhecidos.

Existem diversos relatos de microrganismos capazes de solubilizar minerais primarios
e secundarios de P (Souchie et al., 2005; Wang et al., 2005; Hameeda et al., 2006; Oliveira et
al., 2009; Sharma et al., 2013; Mendes et al., 2014; Sarabia et al., 2018b). Recentemente,
Nascimento (2018) evidenciou a capacidade de dessorcdo de P do solo por Aspergillus niger.
O fungo foi capaz dessorver in vitro cerca de 18 a 23 % do P apds 40 dias de contato do elemento
com o solo. Em face do fato de que os MSF habitam a rizosfera, é possivel que os exsudatos
radiculares sejam agentes potencializadores dessa atividade de dessor¢do. No entanto, pouco se
sabe sobre a capacidade desses microrganismos de disponibilizarem P no ambiente rizosférico
em fungdo do aporte de exsudatos radiculares. A rizosfera deve ser o principal sitio de

solubilizacdo de P a partir de diferentes reservatdrios do elemento presentes no solo. Porém, a
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magnitude do processo, bem como a natureza dos compostos rizosféricos eficazes em
desencadear esse processo in situ ainda sdo desconhecidas.

As formas organicas de P representam a maior fragdo do nutriente no solo, representado
até 75 % do P total (Marschner et al., 2005). No Brasil, os valores médios de P orgénico estéo
na faixa de 60 % do P total (Novais et al., 2007). A passagem do P das formas organicas para
a inorgénica é chamada de mineralizagdo, sendo estritamente um processo enzimatico (Shen
et al., 2011). Os microrganismos do solo s&o os principais agentes envolvidos na mineralizagdo
de P, sendo responsaveis pela producdo e liberacdo de enzimas envolvidas no processo (Alori
et al., 2017a). As enzimas responsaveis pela mineralizacdo de P sdo denominadas
genericamente de fosfatases. Esse tipo de enzima pode ainda ser subdividido em fitases,
fosfomonoesterases, fosfodiesterases, fosfotriesterases e metafosfatases, dentre outros (Mcgill
e Cole, 1981; Novais et al., 2007; Orozco-mosqueda et al., 2018). As fosfatases atuam
catalisando a hidrdlise da molecula de fosfato orgénico, com a liberacéo de ortofosfato (Hou et
al., 2015). As fosfatases podem ser classificadas em &cidas e alcalinas a depender do 6timo de
pH para a atividade (Herbien e Neal, 1990). Correlacdes positivas entre a disponibilidade de C
organico no solo e a atividade de fosfatases sdo frequentemente relatadas na literatura, sendo
que as maiores atividades dessas enzimas tém sido observadas nas camadas superficiais do solo
(Novais et al., 2007; Belchior et al., 2012; Leite et al., 2018)

A rizosfera pode ser conceituada como a zona do solo que sofre a influéncias das raizes
das plantas (Hartmann et al., 2008). As plantas tém a capacidade de regular a exsudacdo de
compostos para esse local no solo, a depender das necessidades metabdlicas e das condigdes as
quais estiverem submetidas (Sasse et al., 2018). Alguns dados experimentais demonstram que,
quando sob forte demanda de nutrientes, plantas em competicdo induzem a microbiota
rizosféricas a oxidar a matéria organica do solo, elevando os niveis de mineralizacdo de
nutrientes (Keiluweit et al., 2015). Do C fixado pelas plantas, 20 a 40 % séo transferidos para
a rizosfera (Sasse et al., 2018), tornando essa regido do solo um sitio de elevada atividade
biolégica. Maiores populacdes de fungos e bactérias sdo comumente encontradas nesse local
em comparacdo ao solo ndo-rizosférico. (Jones et al., 2009; Singh et al., 2017; Zahra et al.,
2019).

Os MSF sdo habitantes comuns encontrados na rizosfera das plantas e podem ser
fortemente influenciados pelos compostos organicos exsudados pelas raizes (Sharma et al.,
2013). O papel dos exsudatos radiculares no recrutamento de MSF para a rizosfera e no
estimulo a disponibilizacdo de P para as plantas permanece desconhecido. O conhecimento

dessas relagdes pode contribuir para o desenvolvimento de tecnologias que aumentem a



19

eficiéncia de utilizacdo de adubos fosfatados, assim como para a selecdo de plantas e
microrganismos que consigam mobilizar as fontes de P pouco disponiveis no solo, com ganhos
na promocao de crescimento vegetal e na sustentabilidade dos ecossistemas agricolas (Garcia-
fraile et al., 2015; Gopalakrishnan et al., 2018; Numan et al., 2018).

A maioria dos estudos da interacdo entre microrganismos e compostos rizosfericos
focalizam a microbiota patogénica ou simbidtica, enquanto as relacdes entre esses compostos e
0s processos de liberacdo de P na rizosfera pela microbiota permanece pouco explorada,
especialmente nos solos brasileiros. Determinados compostos exsudados na rizosfera regulam
a colonizacdo e a estruturacdo das comunidades microbianas desse local, promovendo a
ocorréncia de processos associados a microbiota colonizadora (Rudrappa et al., 2008). Em
plantas da familia Fabaceae, flavonoides exsudados pela planta atuam como moléculas-sinal
para a colonizagéo de bactérias noduladoras (Sugiyama, 2019). Também tem sido comprovado
que o &cido hidroxamico e aminoacidos, a exemplo do triptofano, aumentam a colonizacao de
bactérias promotoras de crescimento vegetal (Rasmann e Turlings, 2016). Em Arabidopsis
thaliana, a exsudacao de acido salicilico determina, em parte, a composic¢édo das comunidades
de microganismos rizosféricos dessa espécie (Glavina et al., 2015). Mondmeros de cutina
atuam como sinal na formacdo de associacdes micorrizicas e a exsudacdo de terpenos atrai
nematoides entomofagos para a rizosfera (Venturi e Keel, 2016; Kuzyakov e Razavi, 2019).

A determinacéo do perfil de compostos exsudados por uma determinada espécie vegetal
é trabalho complexo. Em geral, trés grandes grupos de sustancias sao encontrados em maior
quantidade na rizosfera, correspondendo aos agUcares, aminoacidos e acidos organicos.
(Chaparro et al., 2013; Tawaraya et al., 2014; Kawasaki et al., 2016). A composicdo dos
exsudados radiculares é bastante varidvel e depende da espécie vegetal, da sua nutricdo e
fenologia, dentre outros fatores (Canarini et al., 2019). Os aminoacidos exsudados em maior
concentracdo pelas plantas sdo a asparagina, a prolina, a valina, a tirosina e a alanina. Os
aminodcidos arginina, metionina, fenilalanina, cisteina e triptofano sdo encontrados em
concentragdes minimas. (Kraffczyk et al., 1984; Fan et al., 2001; Hromadko et al., 2010;
Canarini et al., 2016; Kawasaki et al., 2016).

Em relacdo aos acUcares, destacam-se principalmente a glicose, a sacarose e a frutose.
Outros acucares, tais como a arabinose, a Xilose, a galactose e a manose, sdo encontrados em
menores concentragdes (Bacilio-jimenez et al., 2003; Jackson e Krishnaswamy, 2014; Canarini
et al., 2016; Kawasaki et al., 2016).

O ultimo grupo importante de compostos rizosféricos engloba os acidos organicos. Os

acidos citrico, méalico, acético e fumérico sdo encontrados em maiores concentragdes, enquanto
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0s acidos oxalico, tartarico e pirtvico, dentre outros, sao menos abundantes (Fan et al., 2001;
Tawaraya et al., 2014; Kawasaki et al., 2016). Os &cidos organicos sdo compostos
reconhecidamente importantes para a aquisicdo de nutrientes pelas plantas e pela microbiota do
solo (Hue, 1991; Mendes et al., 2014). Esses compostos atuam na solubilizagcdo de minerais e,
a exemplo do &cido oxalico, na desestabilizagdo de complexos organo-minerais do solo,
aumentado a disponibilidade de matéria organica para o processo de mineralizagdo (Jones e
Darrah, 1994; Keiluweit et al., 2015). Muitos acidos organicos estdo envolvidos na
solubilizacdo de apatitas e fosfatos secundérios in vitro, a exemplo dos acidos citrico, oxalico,
e itaconico (Marschner et al., 2005; Mendes et al., 2014; Jamal et al., 2018). Em sistemas de
fluxo continuo sob agitacdo (stirred flow), o &cido oxalico mostrou-se o mais eficaz na liberacéo
de P a partir de um Latossolo Vermelho-Amarelo submetido a adsorcdo de P por 40 dias
(Nascimento, 2018). Nesse caso, a liberacéo de P estava associada a acidez da solucéo contendo
acido oxalico e da capacidade do composto de complexar cations do solo (Nascimento, 2018).
O aporte de C reduzido na rizosfera corresponde a até 40 % do total de C fixado pela

planta. A maior disponibilidade de C nesse local promove a atividade microbiana, tornando-o
sitio favoravel para a ocorréncia de mineralizacdo, solubilizacdo e, ou dessorcdo de fosfato. A
identidade dos compostos que afetam esses processos é desconhecida. Além disso, ndo se sabe
se a presenca de determinados exsudatos radiculares pode contribuir de forma significativa para
0 recrutamento de MSF na rizosfera. Assim, o entendimento dos efeitos de compostos
rizosféricos sobre os processos de disponibilizacdo microbiana de P no solo pode levar a selecéo
de plantas e microrganismos que permitam o desenvolvimento de praticas biotecnologicas
visando ao aproveitamento mais eficiente dos adubos fosfatados e a mobilizacdo dos

reservatorios menos reativos de P solo.
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3. CAPITULO I

Potencial de liberacéo de fosfato pela microbiota do solo suprida com
diferentes fontes de carbono
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POTENCIAL DE LIBERACAO DE FOSFATO PELA MICROBIOTA DO SOLO
SUPRIDA COM DIFERENTES FONTES DE CARBONO

3.1 RESUMO

A ampla utilizacdo de adubos fosfatados solUveis no Brasil tem sido questionada em
funcdo da alta capacidade de adsorcdo de P da maioria dos solos, 0 que torna o nutriente
indisponivel para as plantas. Microrganismos solubilizadores de fosfato (MSF) tém sido
estudados visando ao desenvolvimento de tecnologias que permitam o melhor aproveitamento
agricola desses insumos. Os MSF habitam principalmente a rizosfera e estdo sujeitos a
flutuacBes nas deposicdes de C pelas raizes. O objetivo deste trabalho foi o de estudar o
potencial de liberacdo de P a partir de Latossolo Vermelho de Patos de Minas, MG, pela
microbiota do solo suprida com diferentes fontes de C presentes nos exsudatos radiculares. O
potencial de liberacdo de P foi avaliado em amostras incubadas a 25 °C por 15 dias, usando-se
meio NBRIP suplementado com 3,99 g L! de C como &cidos organicos, aclcares e
aminoacidos. Os compostos que levaram a maior disponibilizagdo de P foram testados em
stirred-flow para se estimar a liberacdo de P independente da atividade microbiana. Os &cidos
malico, fumarico, aconitico e latico, a manose, 0 acido aspartico e a lisina, promoveram
aumentos significativos do P no sobrenadante do meio de incubacdo. O acido malico foi o
composto mais eficiente, com 91,56 pug g* de P solGvel, seguido da manose, com 8,25 ug g,
e do &cido aspartico, com 7,81 pg g*. Parte significativa do P soliivel pelos compostos testados
foi imobilizada na biomassa microbiana. O &cido malico, a manose e 0 acido aspartico
estimularam maiores populacdes de MFS. As combinagdes de compostos ndo promoveram
niveis de disponibilizacdo de P superiores aqueles obtidos nos tratamentos com &cido malico
sozinho. O composto mais eficiente na libracdo de P em stirred-flow foi o acido malico, com
36,4 pg g acumulados ao final de 180 min de fluxo. Conclui-se que compostos rizosféricos
podem aumentar a liberacdo de P. O acido malico e a manose promoveram o enriquecimento
do solo em MSF. Parte significativa do P solivel em funcéo da adicdo de compostos organicos
ao solo é imobilizada na biomassa microbiana, tornando-se reservatorio de facil acessibilidade
pelas plantas.

PALAVRAS-CHAVE: rizosfera, exsudatos radiculares, solubilizacdo de fosfato, acidos
organicos, acucares, amino-acidos, P microbian
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POTENTIAL PHOSPHATE RELEASE BY THE SOIL MICROBIOTA SUPPLIED
WITH DIFFERENT CARBON SOURCES

3.2 ABSTRACT

The wide use of soluble phosphate fertilizers in Brazil has been put to question due to the high
P adsorption capacity of most soils, which makes this nutrient unavailable to plants. Phosphate
solubilizing microorganisms (MSF) have been studied aiming at the development of
technologies that would allow the best use of these agricultural inputs. MSF inhabit the
rhizosphere and are subject to fluctuations in the carbon depositions by the roots. The objective
of this work was to study the potential of P release from a red Oxisol from Patos de Minas, MG,
by the soil microbiota supplied with different carbon sources commonly present in the root
exudates. The potential for P release was evaluated in soil, incubated, at 25 ° C for 15 days,
using NBRIP medium supplemented with 3.9 g L™ of carbon in the form of organic acids,
sugars, and amino acids. The compounds that led to the highest release of P were tested in
stirred flow to evaluate microbial activity-independent P release. Malic, fumaric, aconitic and
lactic acids, mannose, aspartic acid, and lysine, promoted significant increases in P in the
supernatant of the incubation medium. Malic acid was the most efficient compound, with 91.56
ug g of P released, followed by mannose, with 8.25 g g-1, and aspartic acid, with 7.81 pg g°
1. Assignificant part of the P released by the tested compounds was immobilized in the microbial
biomass. Malic acid, mannose, and aspartic acid stimulated larger populations of MFS. The
combinations of the compounds did not promote levels of P release higher than those obtained
in the treatments with malic acid alone. The most efficient compound at the release of P in
stirred flow was malic acid, with 36.4 pg g* accumulated after 180 min of flow. It is concluded
that rhizospheric compounds can increase P release in the soil. Malic acid and mannose promote
the enrichment of MSF in the soil. A significant part of the P released due to the addition of
organic compounds to the soil is immobilized in the microbial biomass, becoming a reservoir
easily accessible by plants.

KEYWORDS: rhizosphere, roots exudates, phosphate solubilization, organic acids, sugars,
amino acids, microbial biomass P
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3.3 INTRODUCAO

A maioria dos solos brasileiros séo altamente intemperizados, apresentam elevado
contetdo de oxi-hidoxidos de Fe e Al e elevada capacidade de adsorcdo de P (Novais et al.,
2007). Esse nutriente, quando aplicado em formas sollveis ao solo, reage rapidamente com 0s
minerais de Fe e Al, tornando-se indisponivel para as plantas (Shen et al., 2011; Nesme et al.,
2018). Em face desse fendmeno, o amplo uso de adubos fosfatados soltveis no Brasil tem
sofrido criticas, haja vista as elevadas quantidades de P que ficam retidas e indisponiveis nos
solos (Roy et al., 2016). Estima-se que, anualmente, milhares de toneladas de P sejam fixadas
nos solos brasileiros (Roy et al., 2016). No Estado de Minas Gerais, cerca de 15 Kg ha™ de P
séo adsorvidos irreversivelmente a fragdo mineral do solo a cada ano (Roy et al., 2016).

O P pode ser encontrado no solo em formas organicas e inorganicas (Shen et al., 2011).
A fracdo organica corresponde a formas estaveis, a exemplo dos fitatos e fosfonatos, e a formas
ativas, como os polifosfatos orgéanicos (Weihrauch e Opp, 2018). A matéria organica e a
biomassa microbiana representam também importante reservatério de P (Stewart e Tiessen,
1987). A quantidade de P microbiano ai presente pode variar de 10 a 90 kg ha*. As formas
inorgénicas correspondem a minerais primarios, a exemplo das apatitas, que sao caracterizadas
pela baixa reatividade (Hawkesford et al., 2011). Nessa fracdo, sdo também encontrados
minerais fosfatados secundarios, tais como os fosfatos de Fe, Al e Ca, formados a partir da
precipitacdo do ortofosfato com esses elementos. Os fosfatos de Fe e Al predominam em solos
acidos, enquanto que o fosfato de Ca é mais comum em solos alcalinos (Shen et al., 2011). O
P que se encontra fracamente ligado as particulas do solo e em equilibrio com a solugéo é
denominado P-labil (Novais et al., 2007). Ja aquele ligado fortemente a superficie da fracao
mineral por meio de ligac6es covalentes de alta energia é denominado P-néo labil.

Do P usado no setor agricola, somente pequena parte é aproveitada pelas plantas em
razdo da adsorcdo do elemento a fase solida do solo (Roy et al., 2016). Estudos com 2P
mostraram que a eficiéncia de aproveitamento do P pelas plantas, quando adubadas com
superfosfato triplo, variou de 7 a 9,8 % (Franzini et al., 2009). O estudo realizado por
Nascimento, (2018) evidenciou a capacidade de dessorcdo de P do solo por Aspergillus niger
FS1 in vitro. O fungo foi capaz de dessorver de 18 a 23 % do P ap6s 40 dias de contato do
elemento com o solo. Esse fungo é também capaz de solubilizar apatitas de diferentes
procedéncias e graus de reatividade. Esses dados sugerem que alguns microrganismos

poderiam ser também capazes de liberar P a partir de reservatorios pouco reativos no solo.
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Os microrganismos capazes de solubilizar fontes de P inorganicas e pouco reativas séo
chamados de solubilizadores de fosfato (Mendes et al., 2014; Alori et al., 2017a). Esse grupo
tem como habitat natural a rizosfera das plantas e participam ativamente das transformacées do
P por meio de reacOes de solubilizagdo e de mineralizacdo (Richardson e Simpson, 2011;
Sharma et al., 2013; Sarabia et al., 2018b). Os microrganismos solubilizadores de fosfato
(MSF) efetuam a dissolugdo de fosfatos de rocha por meio da extruséo de protons e da producéo
de acidos organicos e sider6foros (Jamal et al., 2018; Sato e Comeford, 2005; Glick, 2012;
Afzal et al., 2019). J& as formas organicas de P no solo podem ser mineralizadas por MSF
capazes de produzir fitases, fosfomonoesterases, fosfodiesterasese e fosfotriesterases, enzimas
que participam no processo de mineralizagdo (Hou et al., 2015; Orozco-mosqueda et al., 2018).

Os MSF sédo encontrados principalmente na rizosfera , que € definida como a regido do
solo influenciada pelas raizes das plantas (Hartmann et al., 2008). Os microrganismos da
rizosfera sdo fortemente influenciados pelos exsudados radiculares (Sasse et al., 2018), cuja
composicao é altamente variavel a depender das caracteristicas fisiologicas da especie e das
condicdes edafologicas e ambientais (Kawasaki et al., 2016). Os trés principais grupos de
sustancias exsudadas pelas plantas sdo os agucares, 0s &cidos organicos e 0s aminoacidos (Li
et al., 2013; Madhukar et al., 2018).

Estudos tém demonstrado que as plantas possuem mecanismos de recrutamento e
estruturacdo das comunidades microbianas rizosféricas por meio das deposicOes rizosféricas de
C (Hu et al., 2018; Sasse et al., 2018). A interacdo entre 0s compostos rizosféricos e a
microbiota do solo tem sido estudada principalmente em patdgenos e microrganismos
simbiontes (Venturi e Keel, 2016; Kant, 2017). Moléculas sinalizadoras especificas exsudadas
na rizosfera sdo essenciais para a colonizacdo de bactérias noduladoras e para a formacéo de
associacdes micorrizicas (Venturi e Keel, 2016). Da mesma forma, ha evidéncias de que a
presenca de exsudados especificos favorecam a multiplicacdo de microrganismos benéficos ao
hospedeiro (Rasmann e Turlings, 2016).

E possivel que os exsudados radiculares sejam, da mesma forma, agentes estimuladores
das populacdes de MSF no solo e que contribuam para promover a disponibilizacdo de P por
meio de processos de dessorcado, solubilizacdo e mineralizacdo. Até o presente, pouco se sabe
sobre o papel dos exsudatos radiculares sobre a liberacdo microbiana de P nos solos. Assim, 0
objetivo deste trabalho foi o de estudar o potencial de liberacdode P do solo, pela microbiota

do solo suprida com diferentes fontes de C comumente presentes nos exsudatos radiculares.
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3.4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Ecologia Microbiana, do
Departamento de Microbiologia, e no Laboratdrio de Fertilidade do Solo, do Departamento de
Solos, ambos da Universidade Federal de Vigosa, Vicosa, MG, Brasil. Em todos os
experimentos, utilizaram-se amostras de solo do horizonte A de um Latossolo Vermelho
localizado no municipio de Patos de Minas, MG, este solo apresenta alto contetdo de P total,
permitindo assim o correto desenvolvimento dos experimentos. A caracterizacao fisico-quimica
do solo foi realizada de acordo com EMBRAPA (2011) [Tabela 1].

A menos que detalhado de outra forma abaixo, para avaliagdo do potencial de
disponibilizacdo de fosfato da microbiota do solo e do P microbiano, todos os experimentos
foram conduzidos segundo método proposto por Debnath et al. (1994) modificado, consistindo
da incubacdo de 1 g de solo em tubos de rosca contendo 15 mL de meio NBRIP (Nautiyal,
1999), sem a fonte de C e P originais, por 15 dias a 25 °C. A fonte de C do meio NBRIP foi
substituida pelos compostos organicos, testados individualmente ou em combinagdes, a
concentracdo equivalente a do meio original de 3,99 g L™ de C. As amostras permaneceram
imersas no meio durante a incubacdo. Apds a incubacdo, os sobrenadantes obtidos foram
filtrados em filtro de papel quantitativo, JP42, com poros de 8 um, antes da execucdo dos
procedimentos analiticos. Os dados obtidos, quando pertinente, foram expressos com base na

massa de solo seco.
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Tabela 1. Caracteristicas fisicas e quimicas das amostras de solo

Solo  pH Ptotal P K Ca?* Mg>* AP* H*Al SB CTC: CTCt V m MO  Prem Areia Silte Argila
H20 | R — mg/dm? cmolc/dm® % dag/kg mg/L %

Patos

de 6,3 0,5 51,3 270 11,7 4,2 0,0 4,62 16,5 16,5 21,21 78 0 7,8 16,8 15 31 54

Minas

Amostras de solos coletados em Patos de Minas, MG. pH em agua - Relagdo 1:2,5; P - K - Fe - Zn - Mn - Cu - Extrator Mehlich 1; Ca - Mg - Al
Extrator: KCI - 1 mol/L; H + Al - Extrator Acetato de Célcio 0,5 mol/L -pH 7,0; SB = Soma de Bases Trocaveis; CTC:- Capamdade de Troca Catidnica
Efetiva; CTCr - Capamdade de Troca Cationica a pH 7,0; V= indice de Saturacao de Bases; m = Indice de Saturagao de Aluminio; P-rem = Fésforo
Remanescente; Mat. Org. (MO) - Oxidagéo: Na2CrzO7 4N + H2S04 10 mol L?; Silte, areia e argila — Método da “Pipeta” segundo EMBRAPA.



33

3.4.1 Selecéo de compostos indutores de liberagdo de P no solo

Os compostos orgénicos testados individualmente foram os éacidos acético, latico,
piravico, aconitico, citrico, oxalico, succinico, malico, fumérico e itacnico, os agUcares
glicose, frutose, sacarose, arabinose, xilose, manose e galactose, e 0s amino&cidos alanina,
valina, leucina, isoleucina, glicina, histidina, arginina, serina, treonina, prolina, metionina,
tirosina, lisina, fenilalanina, triptofano, asparagina, glutamina, &cido glutamico, acido aspartico.
Um tratamento controle, sem adi¢cdo de fonte de C, foi também incluido. A fim de facilitar a
conducéo do estudo, os compostos organicos foram subdivididos em grupos menores (Acidos
organicos, agucares e aminoacidos) e testados em experimentos distintos. Os experimentos
foram montados como descrito acima, em sistema de incubagdo com solo saturado, e apés a
incubacéo, o pH e o P solGvel foram avaliados. Em experimentos paralelos, nas mesmas
condicdes, avaliou-se o P da biomassa microbiana do solo. Os compostos que promoveram 0S

maiores valores de P solivel e de P microbiano foram selecionados para as etapas subsequentes.

3.4.2 Liberacédo de P dependente da atividade microbiana ao longo do tempo

Os compostos selecionados na etapa anterior foram testados em experimentos montados
como descrito acima, em sistema de incubacdo com solo saturado, sendo os tubos adicionados
de amostras de solo néo esterilizado ou esterilizado por autoclavagem a 121 °C e 1 atm durante
20 min, por trés vezes, com intervalo de 24 h entre cada autoclavagem. Tubos de cada
tratamento foram retiradas a cada 3 dias durante 15 dias de incubacdo. O pH e o P solGvel foram
avaliados no mesmo sobrenadante apoés a filtragdo. O P da biomassa microbiana foi avaliado

em amostras distintas daquelas usadas nas analises anteriores.

3.4.3 Dinamica de liberacéo de P em sistema stirred-flow

A cinética de liberacdo de P do solo foi realizada em sistema de stirred-flow descrito
por Strawn e Sparks (1996). Meio grama de solo seco foi acondicionada na camara do reator e
as solugBes de extragdo foram mantidas em fluxo continuo de 1 ml min™ durante 180 min e a
600 rpm em constante agitacdo. Essas solugdes foram preparadas em agua ultrapura com o0s
compostos organicos selecionados na concentracdo de 10 mmol L. Cada composto foi testado

individualmente. Agua ultrapura com pH 2.0 (HCL) e 7.0 foi também testada como controles.
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Aliquotas da solugdo de extracdo foram obtidas a cada 2 min, sendo determinado o P soltvel.
Com os dados obtidos foram calculadas as seguintes variaveis, de acordo com Nascimento
(2018): Porcentagem de liberacdo de P em relacdo ao P total do solo (PPsollvel); taxas minima
(TLMI) e méxima (TLMA) de liberagdo de P, tempo de estabilizagdo da taxa de liberagdo de P
(TETL) e valor da taxa de liberacéo na estabilizacdo (TE) (Figura 1).

“ 0.5 g de solo de
| Patos de Minas, MG

[ Reactor |

Reservoir

Sample collector

J ‘ ‘ Stirrer
Solugdo de extragio: fluxo continuo de 1 ml | - Aliquotas obtidas a cada 2 min.
- Compostos organicos selecionados, min-1 durante 180 min - Determinagdo do P liberado.
em concentragdo de 10 mmol L-1. A ¢ a 600 rpm. - Calculo das variaveis da liberagao,
| - Controle agua pH 2,0 ¢ 7.0. | de acordo com Nascimento (2018).

\ 4\%.\

-

Figura 1. Diagrama metodoldgico para avaliar a dinamica de liberacdo de P em sistema
stirred-flow. Fonte: Guedes et al. (2016)

3.4.4 Populacgdes de MSF em solo suplementado com compostos organicos selecionados

Para avaliar o efeito dos compostos selecionados na etapa anterior sobre as populacfes
de MSF, um experimento foi montado como descrito acima e, ao final da incubacéo, procedeu-
se a determinacdo do nimero de unidades formadoras de colbnias totais e solubilizadores de
fosfatos. Paratal, os tubos foram agitados vigorosamente e uma aliquota de 1 mL da suspenséo
de solo foi diluido em 9 mL de solucdo salina contendo 0,85 % de NaCl. Dilui¢cdes seriadas
foram realizadas até 10°. Aliquotas de 0,1 ml das diluicdes foram plaqueadas em adgar NBRIP
em triplicata. As placas foram incubadas a 25 °C em BOD e as col6nias de microrganismos
totais e de MSF foram contadas. Em seguida, determinaram-se as porcentagens de coldnias de

MSF em relagdo ao numero de coldnias totais.
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3.4.5 Influéncia da combinagdo de compostos organicos selecionados sobre a liberacao de P

Os compostos selecionados foram testados em todas as combinacGes possiveis, ou
individualmente, combinados dois a dois ou todos agrupados. O sistema de incubagéo foi como
descrito acima. Quando testados individualmente, a concentragéo de cada composto, em termos
de C, correspondeu a 60 mg g de solo. Quando em combinagio, fracdes equivalentes de cada
composto foram adicionadas resultando na concentracdo final de C no meio NBRIP, de 60 mg
g de solo. Um tratamento controle, sem adicdo de fonte de C, foi também incluido. Apos a
incubagdo, o pH e o P soltvel foram avaliados no sobrenadante apds a filtracdo. O P da
biomassa microbiana foi avaliado no solo em amostras distintas daquelas usadas nas analises

anteriores.

3.4.6 Técnicas analiticas

O P solavel foi analisado pelo método do acido ascorbico (Braga e Defelipo, 1974) e o
pH em potenciémetro de bancada ION pHb800. O P microbiano foi estimado de acordo com o
método de Hedley e Stewart (1982) com modifica¢es. Apds a incubacédo, 1 mL de cloroformio
foi adicionado nos tubos de rosca, agitando-se em vortex a cada 20 s durante 5 min. Tubos-
controle, sem adi¢do de cloroférmio, foram manipulados da mesma forma. Quinze mililitros
de NaHCOs a 1 mol L foram adicionados em ambos os tubos, seguido de agitacdo por 2 min
em vortex. O sobrenadante foi filtrado e o P determinado como descrito acima. (Braga e

Defelipo, 1974.) O P microbiano foi estimado utilizando a seguinte equacéo:

Pmic =[(Pclo - Pt)/,] (eq. 1)

Onde, Pmic = P microbiano (ug g?), Pclo = P medido no tubo com adigdo com

cloroférmio (ug g) e Pext = P medido no tubo sem adicéo de cloroférmio (ug g?).

3.4.7 Delineamento experimental e analises estatisticas

Os experimentos foram montados em delineamento inteiramente casualizado, com trés

repeticdes. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
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comparadas pelo teste de Scott knott a 5 %.

No experimento onde se testou a liberacdo de P dependente da atividade microbiana ao
longo do tempo, utilizou-se delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial do
tipo (4 x 2 x 5) x 3, onde 4 = fontes de C; 2 = solo esterilizado e n&o esterilizado; 5 = tempos
de avaliacdo; e 3 = numero de repeticdes. Os dados obtidos foram submetidos a ANOVA,
seguido de analise de regressdo. Para esse experimento, os dados registrados ao final da
incubacdo, aos 15 dias, foram submetidos 8 ANOVA e as médias dos tratamentos comparadas

pelo teste de Scott knott a 5 % de probabilidade.
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3.5 RESULTADOS

3.5.1 Selecédo de compostos indutores de liberagdo de P no solo

A suplementagdo do meio NBRIP com diferentes fontes de C, ap6s 15 dias de incubagéo
a 25 °C, promoveu distintos valores de P solUvel e de P microbiano (Figuras 2, 3, 4 e 5). Os
acidos malico, lactico, aconitico e fumarico levaram a valores de P sollvel superiores ao
controle sem adicdo de C, variando de 15,4 a 91,5 pg g* (Figura 2). Em geral, a ordem de
eficiéncia de liberacdo de P foi a seguinte: acido malico > &cido aconitico > &cido latico =
acido fumarico. Os valores de P microbiano superiores ao controle variaram de 65,8 a 191,4
ug g, sendo os acidos malico, aconitico, tartarico e fumarico os mais eficientes em promover
a imobilizacdo de P na biomassa microbiana (Figura 2). Os valores de P microbiano
decresceram na seguinte ordem: acido malico > acido aconitico = &cido tartarico = acido
fumarico (Figura 2).

Para os agucares, nenhum tratamento promoveu valores de P sollvel superiores ao
controle, com média de 8,2 ug g* (Figura 3). Ja o P microbiano apresentou valores maiores do
que os do tratamento controle com NBRIP suplementado com manose, glicose, sacarose,
arabinose , xilose, frutose e galactose (Figura 3). Os valores de P microbiano situaram-se na
faixa de 52,1 a 170,4 pg g*. A promogcéo de aumentos no P microbiano decresceu na seguinte
ordem: manose > glicose > sacarose > arabinose = xilose > frutose = galactose (Figura 3).

Os aminoacidos foram agrupados em dois conjuntos e testados em experimentos
distintos (Figura 4 e 5). No primeiro experimento, a lisina, isoleucina, histidina e arginina
promoveu valores de P soltvel superiores aos do controle, com valores na faixa de 3,2 a 4,3 ug
gl. Para o P microbiano, os aminoacidos lisina, arginina, isoleucina e histidina promoveram
valores significativamente maiores do que os do meio sem adicdo de C, variando de 54 a 79,6
ug g* (Figura 4). Os aminoéacidos mais eficientes em promover aumentos no P microbiano
foram: lisina = arginina = isoleucina > histidina (Figura 4). No segundo experimento, para o P
soluvel, os aminoacidos asparagina, glicina, glutamina, acido aspartico e alanina levaram a
valores dessa variavel superiores aos do controle, na faixa de 2,1 a 7,8 ug g* (Figura 5). Para o
P microbiano, os maiores valores foram de 80,8 e 124,3 ug g* para os aminoacidos glicina e
acido aspartico, respectivamente (Figura 5).

Para as etapas subsequentes, 0s compostos com maiores niveis de solubilizacéo de P de

cada classe foram selecionados, a saber, 0 4cido malico, a manose e o0 acido aspartico.
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Figura 2. Fésforo soluvel e foésforo microbiano medido no sobrenadante do meio NBRIP
modificado, suplementado com diferentes acidos organicos como fonte de carbono,
apos incubacdo de amostra de Latossolo Vermelho de Patos de Minas, MG, por 15
dias a 25°C. Colunas da mesma cor e com a mesma letra mindscula ndo diferem entre
si pelo teste de Scott knott (p<0,05).
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Figura 3. Fdsforo soluvel e fésforo microbiano medido no sobrenadante do meio NBRIP
modificado, suplementado com diferentes agucares como fonte de carbono, apds
incubacdo de amostra de Latossolo Vermelho de Patos de Minas, MG, por 15 dias
a 25°C. Colunas da mesma cor e com a mesma letra mindscula ndo diferem entre
si pelo teste de Scott knott (p<0,05).
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Figura 4. Fésforo soluvel e fésforo microbiano medido no sobrenadante do meio NBRIP
modificado, suplementado com diferentes aminoacidos como fonte de carbono,
apos incubacdo de amostra de Latossolo Vermelho de Patos de Minas, MG, por 15
dias a 25°C. Colunas da mesma cor e com mesma letra mindscula ndo diferem entre
si pelo teste de Scott knott (p<0,05).
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Figura 5. Fdsforo soluvel e fésforo microbiano medido no sobrenadante do meio NBRIP
modificado, suplementado com diferentes aminoacidos como fonte de carbono,
apos incubacdo de amostra de Latossolo Vermelho de Patos de Minas, MG, por 15
dias a 25°C. Colunas da mesma cor e com mesma letra mindscula ndo diferem entre
si pelo teste de Scott knott (p<0,05).
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3.5.2 Liberacédo de P dependente da atividade microbiana ao longo do tempo

Durante o periodo de incubacédo de 15 dias, a suplementacéo do meio NBRIP com écido
malico, manose e acido aspartico levou a distintos comportamentos de liberacdo de P e de
imobilizacdo do elemento na biomassa microbiana (Figura 6a, b, c). O tempo de incubacéo de
15 dias foi suficiente para se atingir platds de estabilizacdo das variaveis P sollvel, P
microbiano e P soltvel (Figuras 6a, b, c).

Para o P solGvel, ndo houve diferencas na liberagdo do elemento aos 15 dias de
incubacdo nos tratamentos com solo esterilizado e ndo-esterilizado (Figura 6a). Ao se observar
a dindmica do P soltvel ao longo da incubacéo do solo néo estéril (Figura 6a), verifica-se a
ocorréncia de quatro etapas distintas de liberacdo de P no sobrenadante: a primeira, de 0
aos 3 dias, a segunda, de 3 aos 9 dias, a terceira, de 9 aos 12 dias, e quarta de 12 aos 15 dias
(figura 6a). O composto que levou a maior liberacdo de P em ambas as condicbes de
esterilizag&o do solo foi o acido malico, com média final aos 15 dias de incubacédo de 180,1 pug
g? (Figura 6a). Com excec¢do do acido malico, somente a manose promoveu valores de P
sollivel superiores aos do controle no solo ndo esterilizado, com 10,7 pg g* No solo
esterilizado, os valores de P soluvel nos tratamento com manose e acido aspartico foram iguais
aos do controle, com média de 3,91 pg g (dados ndo mostrados).

A suplementacdo do meio NBRIP com &cido malico, manose e &cido aspartico, nos
tratamentos com solo ndo esterilizado, promoveram aumentos significativos no P microbiano,
com valores finais, aos 15 dias de incubagéo, de 191,5, 170,4 e 124,2 ug g™, respectivamente
(Figura 6b). Os teores de P microbiano atingiram platds de estabilizacdo a diferentes tempos de
incubacdo, indicando o fim da fase de crescimento microbiano (Figura 6b). A estabilizacdo do
P microbiano ocorreu aos trés dias de incubacdo para a manose, aos seis dias para o &cido
aspartico e aos nove dias para o acido malico (Figura 6b). Verificou-se que a suplementacdo do
meio com C levou a imobilizacdo na biomassa microbiana de quantidades de P semelhantes
aquelas liberadas no sobrenadante do meio NBRIP, nos tratamentos com &cido malico, e
maiores, nos tratamentos com manose e acido aspartico (Figura 6a, b).

Em geral, os valores de P soltvel obtidos aos 15 dias de incubagéo, nos tratamentos com
solo ndo esterilizado, foram maiores do que aqueles obtidos com solo esterilizado (Figura 6c¢).
Nesse caso, os valores obtidos corresponderam a 373,8, 181,2 2 127,9 pg g™* para os tratamentos
com &cido malico, manose e acido aspartico, respectivamente (Figura 6c).

Para os tratamentos com solo esterilizado, os valores obtidos ao final da incubagéo
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Figura 6. Fosforo soluvel (a), fosforo microbiano (b) e fésforo liberado (c), medido no
sobrenadante do meio NBRIP modificado, suplementado com acido malico,
manose ou &cido aspartico como fonte de carbono, durante incubacdo de amostra
de Latossolo Vermelho de Patos de Minas, MG, por 15 dias a 25 °C.



44

foram de 177,9, 4,05 e 8,34 g g™ para o 4cido malico, a manose e o acido aspartico,
respectivamente (Figura 6¢). O &cido malico, mesmo nos tratamentos com solo esterilizado,

promoveu valores de P solivel consideravelmente altos (Figura 6c).

3.5.3 Dinamica de liberacéo de P em sistema stirred-flow

Os compostos selecionados promoveram a liberagcdo de P no sistema de stirred-flow,
sendo o acido malico o composto mais eficiente (Figura 7). As quantidades de P sollvel
variaram de 4,8 a 72,7 pug g%, sendo a agua a pH 7,0 o tratamento menos eficaz (Tabela 2). A
eficiéncia de liberacdo de P variou na seguinte ordem: acido malico > 4cido aspartico = agua
pH 2,0 = manose > agua pH 7,0 (Tabela2). As porcentagens de P soltvel, calculadas com base
no P solivel do solo, variam de 0,09 a 1,45 % (Tabela 2). O acido méalico promoveu 0s maiores
valores de TLMI e de TLMA (Tabela 2). A manose foi 0 composto que levou aos maiores
valores de TETL, no entanto, nesses tratamentos, os demais parametros cinéticos foram
inferiores aos obtidos com &cido malico (Tabela 2).

A agua a pH 2,0 apresentou valores de P soltvel, PPsolivel, TLMA e TETL inferiores
aqueles obtidos com acido malico e &cido aspartico, indicando que a concentra¢do de H* ndo

foi o unico fator envolvido na liberacdo de P a partir do solo (Tabela 2).
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Figura 7. P soltuvel de amostras de Latossolo Vermelho de Patos de Minas, MG, em sistema
stirred flow, com fluxo continuo de 1 mL min™ de solugio extratora de acido
malico, manose ou acido aspartico a 10 mmol L durante 180 min a 600 rpm.
Agua a pH 2,0 e 4gua a pH 7,0 foram usadas como controles da liberagio de P
em fungdo da concentragdo de H™.
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Tabela 2. P solavel, porcentagem de liberacdo de P em relacdo ao P total do solo (PPtotal), taxa de liberacdo minima (TLMI) e maxima (TLMA),
tempo de estabilizacdo das taxas de liberacdo (TETL) e taxa de estabilizacdo (TE) medidos em sistema de stirred flow, com fluxo
continuo de 1 mL min de solugdo extratora de acido malico, manose ou &cido aspartico a 10 mmol L durante 180 min a 600 rpm.
Agua a pH 2,0 e 4gua a pH 7,0 foram usadas como controles da liberagio de P em funcéo da concentracio de H*.

EXTRATORA (H9) (%) -1 ! (g min’
(Mg min ) (Mg min ) (min) 1)
Acido Malico 72,74 a 1,45 a 0,21 1,18 69 0,21
Manose 17,62 ¢ 0,35¢ 0,01 0,39 72 0,02
Acido aspartico 31,22 b 0,62 Db 0,10 0,57 62 0,15
Agua pH 2,0 29.45 b 0,58 bc 0,21 0,34 43 0,25
Agua pH 7,0 48d 0,09 d 0,05 0,43 10 0,07

Nas colunas de P soltvel e PPtotal, os valores de média seguidos da mesma letra minuscula ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott knott
(p<0,05).
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3.5.4 Populagdes de MSF em solo suplementado com compostos organicos selecionados

A suplementacdo do meio NBRIP com &cido mélico e manose proporcionaram
aumentos do nimero soltvel de UFC de microrganismos no solo em comparagéo ao tratamento
controle, sem adi¢do de C (Figura 8a). J& para o nimero de UFC de MSF, os trés compostos
testados promoveram maiores densidades populacionais desses microrganismos (Figura 8b).
As porcentagens de MSF obtidas nos tratamentos com suplementacdo do meio NBRIP e no
controle decresceram na seguinte ordem: acido malico (89,7 %) > manose (79 %) > acido
aspartico (48,2 %) > controle (29,7 %) (Figura 12c).

3.5.5 Influéncia da combinacgédo de compostos organicos selecionados sobre a liberacéo de P

em sistema de incubacéo saturado

O acido malico foi o composto que proporcionou maiores valores de P solivel
equivalendo a 60,3 pg g (Figura 9a). As combinagdes dois a dois dos compostos selecionados
e a dos trés juntos ndo promoveram valores de P solivel maiores dos que os observados para
meio NBRIP suplementado com &cido malico sozinho (Figura 9a). As combinagdes que
propiciaram aumentos do P soluvel significativamente superiores ao controle foram aquelas
que continham acido malico (Figura 9a). Para as combinac@es de acido malico + &cido aspartico
e acido malico + manose, os valores de P solivel corresponderam a 52,7 e 46,4 ug g%,
respectivamente (Figura 9a). A combinacao dos trés compostos levou a valores de P disponivel
inferiores aqueles obtidos nos tratamentos com acido malico e na combinacdo acido malico +
acido aspartico (Figura 9a).

Para o P microbiano, os maiores valores foram observados para o tratamento com &cido
malico sozinho e para algumas das combinac@es que continham esse composto, variando de
91,6 a 136,9 ug g* (Figura 9b). A combinagao do acido aspartico + manose resultou em valores
de P microbiano semelhantes aos do controle (Figura 9b).

Para o P soluvel, as respostas foram semelhantes aquelas obtidas para o P solGvel e para
o P microbiano, com valores superiores ao controle, que variaram de 45,7 a 197,5 pg g* (Figura
9c¢). Nenhuma combinacdo de compostos organicos promoveu valores de P microbiano e P

soluvel superiores aos obtidos nos tratamentos com acido malico sozinho (Figura 9).
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Figura 8. Unidades formadoras de col6nias (UFC) [a] totais, nimero de UFC de

microrganismos solubilizadores de fosfato (MSF) [b] e porcentagem de UFC
de MSF [c] medidas ap0s a incubacdo de amostras de Latossolo Vermelho de
Patos de Minas, MG, por 15 dias a 25°C, em meio NBRIP modificado,
suplementado com acido malico, manose e acido aspartico. Um controle sem
adicdo de carbono foi também incluido. Barras com mesma letra minuscula
nédo diferem entre si pelo teste de Scott knott (p<0,05).
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Figura 9. Fosforo soluvel (a), fésforo microbiano (b) e fosforo liberado (c) medidos no

sobrenadante do meio NBRIP modificado, suplementado com acido malico
(ML), manose (Mn) e &cido aspartico (Ap) e suas combinagdes, apos incubacéo
de amostra de Latossolo Vermelho de Patos de Minas, MG, em sistema com
solo saturado, por 15 dias a 25°C. Barras com mesma letra mindscula ndo
diferem entre si pelo teste de Scott knott (p<0,05).
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3.6 DISCUSSAO

Do total de 39 compostos testados neste trabalho, os &cidos malico, latico, aconitico,
fumarico, a manose, a lisina e 0 &cido aspartico foram capazes de liberar P das amostras de solo
em quantidades significativas no sobrenadante do meio NBRIP ou nos extratos de solo obtidos.
O P disponibilizado por esses compostos, por mecanismos diretos e, ou indiretos, correspondeu
também ao P microbiano, indicando a ocorréncia simultanea de significativa imobilizacdo do
nutriente na biomassa microbiana. A imobilizacdo atingiu valores de 67 a 99 % do P total
disponibilizado, revelando que a simples medicéo de P solivel no sobrenadante do meio, como
proposto por Debnath et al., (1994), subestima o liberado de P soltvel pela microbiota nas
medicOes de potencial de solubilizacdo de P do solo. No presente trabalho, o P microbiano foi
contabilizado como P disponivel em face das rapidas taxas de ciclagem relatadas para biomassa
microbiana (Richardson et al, 2009).

A concentracio de C do meio de 3,99 g L? foi equivalente a utilizada no meio NBRIP
na forma de glicose. Esse valor € comumente usado para a determinacdo do potencial de
solubilizacdo de P no solo (Debnath et al., 1994; Massenssini et al., 2015). Os valores adotados
no presente trabalho foram maiores do que aqueles comumente relatados para os exsudados
radiculares de varias espécies vegetais (Carvalhais et al., 2011; Chaparro et al., 2013; Li et al.,
2013; Neumann et al., 2014; Canarini et al., 2019). No entanto, a rizosfera & ambiente
estritamente regulado (Sasse et al., 2018), onde o0s processos de transformacdo dos nutrientes
visam atender tdo somente a demanda da planta e da microbiota associada (Jones et al., 2009;
Valadares et al., 2018). E pouco provéavel que concentragdes equivalentes as das deposicoes
de C rizosféricas in situ, na faixa micromolar, poderiam liberar quantidades detectaveis de P no
curto periodo de incubacdo de 15 dias adotado nos experimentos. De fato, em ensaios
preliminares, ndo foram detectados aumentos na disponibilizacdo de P em comparacdo aos
controle sem adicdo de C, quando as concentracfes de acido malico, manose e acido aspartico

foram inferiores 3 mmol L.

O é&cido malico foi o composto mais eficiente na disponibilizacdo de P no solo,
resultando em valores de Psoltvel de 374 pg g (Figura 6¢). Esse composto é importante
intermediario do ciclo de Krebs (Chi et al., 2014) e tem sido relatado como agente solubilizador
de fosfato de rocha in vitro (Panhwar et al., 2013; Behera et al., 2017). O mecanismo de
solubilizacdo desse &cido dicarboxilico deve envolver a complexacdo de Fe, Al e Ca

(Timberlake, 1964; Bazin et al., 1995; Kopittke et al., 2017), associado & acidificacdo do meio.
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Interessantemente, plantas sob deficiéncia de P apresentam exsudagédo de citrato e malato de
vinte a quarenta vezes maior do que quando sob condi¢des normais de disponibilidade do
nutriente (Vance et al., 2003). Em conjunto, esses dados sugerem a possibilidade de selecéo e
melhoramento de plantas e microrganismos que sejam mais eficientes na utilizagdo do P do

solo por meio da maior producgdo de acido malico.

A manose e 0 &cido aspartico promoveram valores menores de P solGvel, P microbiano
e P total quando comparado ao &cido malico (Figura 6). O aclcar € monossacarideo da parede
celular microbiana (Hibata et al., 2012; Hu et al., 2016). Ja o &cido aspartico é um dos
aminoécidos encontrados em maior quantidade nos exsudados radiculares de diversas espécies.
(Simons et al., 1997; Richardson et al., 2009). N&o existem relatos da participacdo desses
compostos nos processos de solubilizacéo de P in vitro ou no solo por meio da complexacéo de
cations. No experimento com stirred-flow, os valores de P obtidos na presenca de manose e
acido aspartico ndo diferiram da agua a pH 2,0, indicando que a acidez das solugdes, 4,0 e 2,8,
respectivamente, deve ter sido o principal fator de disponibilizacdo de P nesse sistema. Assim,
hipotetizamos que a liberacdo de P no solo suplementado com esses compostos esta
relacionada, de fato, a maiores valores de atividade e biomassa microbianas, ocasionando maior
mineralizacdo da matéria organica do solo por meio da atividade de fosfatases. Nesses
tratamentos, os valores de P soltivel foram menores, enquanto a imobilizacdo do elemento na
biomassa microbiana atingiu valores de 94 a 95%.

No tratamento com acido méalico, com avalia¢cOes periodicas até os 15 dias de incubacéo
do solo esterilizado, verificou-se a ocorréncia de concentragdes significativas de P no
sobrenadante, indicando a ocorréncia de processos de liberacdo do nutriente independentes da
atividade bioldgica do solo (Figura 6a). No entanto, os valores de P soluvel nesse tratamento
foram idénticos ao do tratamento com solo ndo esterilizado, para o qual se esperava valores de
P soluvel maiores em face da atividade biologica ai presente. Ao analisarmos o P microbiano
desses tratamentos, verificou-se a ocorréncia de elevada imobilizacdo de P para o solo ndo
esterilizado, resultando em valor de P total de 374 ug g, muito superior ao de 178 ug g* do
solo esterilizado. Com base nesses dados, evidenciou-se que o acido malico atua diretamente
nos reservatorios de P do solo, por mecanismos puramente quimicos, e indiretamente, pelo
estimulo a atividade de liberacdo de P da microbiota do solo. Os mecanismos diretos devem
envolver a dissolucdo de minerais primarios e secundarios de P no solo, a exemplo dos fosfatos
de Fe, Al e Ca. Adicionalmente, como relatado para outros acidos organicos (Keiluweit et. al.,

2015; (Chowdhury et al., 2014), ndo se pode descartar a possivel acdo do acido malico como
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agente desestabilizador de complexos organominerais e agregados do solo com a liberacédo de
P e matéria organica para a solugdo. Essa hipotese deve ser ainda testada.

A ocorréncia de quatro fases na dindmica de liberacdo de P no sobrenadante foi
observada para o tratamento com &cido malico no solo n&o esterilizado (Figura 6a). A segunda
e a quarta fases corresponderam a periodos de estabilizacdo da liberacdo de P no sobrenadante.
Ao analisarmos o P microbiano, verificou-se que essa variavel estabilizou-se no periodo de 6 a
9 dias de incubacdo. Portanto, a fase de maior crescimento da microbiota, revelada pelo
incremento do P microbiano, coincidiu com a primeira fase de estabilizacdo do P sollvel,
sugerindo que nessas etapas o P disponibilizado foi imediatamente imobilizado na biomassa
microbiana, resultando na estabilizacdo do P soltvel (Figura 6a). Com a estabilizacdo do
crescimento microbiano, observou-se novamente aumentos do P solivel, indicando que a
imobilizacdo tornou-se inferior a liberagdo do elemento no sobrenadante. A permanéncia da
biomassa microbiana na fase estacionaria e a retomada do aumento do P soltvel pode ser devido
a limitagdes na disponibilidade de nutrientes minerais. Em estudos in vitro, a solubilizagéo de
P foi favorecida na fase estacionaria, quando, devido a limitacdes na disponibilidade de
nutrientes minerais, o metabolismo microbiano foi dirigido para a producdo de acidos
organicos, responsaveis pela solubilizacdo de fosfatos, em detrimento da producao de biomassa
(Caixeta et al., 2014).

No sistema de stirred-flow, a 4gua a pH 2,0 foi usada como referéncia para o processo
de solubilizacdo de fosfato mediada pela concentracdo de H* (Nascimento, 2018). A manose e
0 acido aspartico apresentaram valores de P solGvel estatisticamente similares ao da agua pH
2,0, indicando que a acidez das solug¢bes contendo esses compostos foi um dos mecanismos
diretos de liberacdo de P nesse sistema. O valor de P solvel com o uso da solucdo de &cido
malico, com pH 2,5, foi 2,47 vezes maior do que aquele obtido com a agua pH 2,0, evidenciando
que, além da acidificacdo do meio, o acido malico disponibilizou P por outros mecanismos,
incluindo a complexacéo de cations presentes nos minerais primarios e secundarios do solo. A
porcentagem do P total do solo solivel no stirred-flow variou de 0,35 a 1,45 %, valores
inferiores aos encontrados por Nascimento (2018). Esse fato deve-se ao elevado contetdo de P
total do Latossolo Vermelho de Patos (0,5 %) e as diferencas de eficiéncia de solubilizacdo por
diferentes acidos organicos. Em sistemas in vitro, sem a presenca da microbiota do solo, o &cido
oxalico apresenta melhor desempenho que o malico (Mendes et al., 2014; Mansur , 2017;
Nascimento, 2018). No entanto, a pequena porcentagem do P sollvel pelo acido malico no
sistema de stirred-flow equivale a liberacéo significativa de 145 Kg ha? de P.

Os compostos testados apresentaram diferentes capacidades de estimular a multiplicagéo
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das populacbes de microrganismos do solo. O &cido mélico foi 0 mais eficiente promovendo
porcentagens de MSF de 89 %, seguido da manose, com 79 %, e do acido aspartico, com 48 %.
Na literatura, as porcentagens de MSF encontradas no solo variam de 0,1 a 8 %, valores
inferiores ao de 25 % registrado para o controle sem adicdo de C usado neste trabalho.
Possivelmente, o Latossolo de Patos de Minas, com elevado conteldo de P total, possua
naturalmente populagdes mais elevadas de MSF. O meio utilizado para a contagem de
microrganismos totais e de MSF foi o NBRIP (Nautiyal, 1999) que tem sido amplamente usado
para o isolamento e cultivo de MSF (Kumar Johri et al., 1999; Kapri e Tewari, 2010; Park et
al., 2011; Mendes et al., 2014; Massenssini et al., 2015; Behera et al., 2017; Li et al., 2017).
Assim, alternativamente, o meio NBRIP pode ter favorecido os MSF em relacdo aos outros
grupos de microrganismos presentes no solo. Apesar disso, o estimulo das populacées de MSF
pelos trés compostos testados foi claramente evidenciado, constituindo o primeiro relato da
influéncia positiva do &cido malico, da manose e do &cido aspartico sobre esse grupo de
microrganismos. Efeitos benéficos do acido malico sobre certos grupos de microrganismos do
solo j& foram relatados anteriormente. Esse composto exsudado na rizosfera de Arabidopsis
thaliana aumentou a colonizagéo rizosférica de microrganismos benéficos a planta, a exemplo
de Bacillus subtilis, agente de biocontrole de fitopatgenos. (Rudrappa et al., 2008). E possivel
que os demais compostos testados e que promoveram aumentos significativos no P soluvel e
no P microbiano possam exercer influéncias semelhantes sobre as populacdes de MSF. Essa
hipdtese devera ser testada em experimentos posteriores. Os dados obtidos no presente trabalho
sugerem que plantas com maior exsudacéo de acido malico, em condicdes de deficiéncia de P,
conforme relatado por Vance et al. (2003), possam favorecer diretamente a colonizagédo
rizosférica por MSF e, consequentemente, a disponibilizacdo de P para a planta.

No experimento de combinacdo, o acido malico sozinho foi superior as demais
combinagdes de compostos. As combinagdes com melhor desempenho foram todas aquelas
com &cido malico na composicdo. Esse composto deve favorecer a disponibilizacdo de P no
solo por meio de mecanismos diretos, envolvendo a acidificacdo do meio, a complexacédo de
cations e o estimulo a multiplicacdo de MSF. Outros efeitos indiretos sdao também possiveis e
devem envolver mudancgas no metabolismo microbiano, nas interacdes da microbiota do solo
com a matéria organica e na atividade de fosfatases. Interessantemente, ha relatos de literatura
de que esse composto pode ocasionar aumentos no efeito priming rizosférico, levando a maior
degradacéo da matéria organica (Chowdhury et al., 2014). No presente trabalho, foi evidenciada
a capacidade trés compostos, comumente encontrados na rizosfera, de promover aumentos na

disponibilizacdo de P a partir do solo. O &cido mélico, a manose e o &cido aspartico atuam por
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processos de disponibilizacdo de P por meios quimicos diretos, assim como indiretamente pela
estimulacdo de comunidades microbianas especificas capazes de solubilizar fosfatos do solo.
Estudos posteriores serdo necessarios para se determinar quais reservatérios de P do solo séo
acessados por meio da agéo direta ou indireta desses compostos. Possivelmente, a dessorcéo de
P pode ser um dos mecanismos envolvidos, haja vista a capacidade do fungo A. niger FS1 em
dessorver P (Nascimento, 2019). De forma geral, atividade microbiana relatada no presente
trabalho aponta para o potencial da microbiota do solo em acessar reservatorios menos labeis
do nutriente, haja vista que as quantidades de P soltvel disponibilizadas, somando-se o P
solivel com o P microbiano, apds a adicdo dos compostos selecionados, foram
significativamente maiores do que o P extraido do solo com o extrator de Mehlich 1 (Tabela
1). Assim, microrganismos e plantas capazes de produzir quantidades mais elevadas de acido
malico podem levar a melhoria nas taxas de aproveitamento de adubos fosfatados aplicados ao

solo.

3.7 CONCLUSOES

Compostos comumente exsudados pelas raizes, a exemplo do acido malico, da manose
e do acido aspartico, quando adicionados ao solo, aumentam a disponibilidade de P em solugéo
e na biomassa microbiana. A disponibilizacdo de P ocorre por mecanismos dependentes e
independentes da atividade da microbiota, podendo envolver a acidificacdo do meio, a
complexacdo de cations e a estimulacdo de populagdes microbianas que atuam no processo. O
acido malico, a manose e o acido aspartico promovem aumentos nas densidades populacionais
de MSF no solo. Parte significativa do P solivel em funcédo da adi¢do de compostos organicos
ao solo é imobilizada na biomassa microbiana, tornando-se reservatorio 1abil desse nutriente.
Esses compostos tém maior potencial de liberacdo de P em ambientes saturados, comuns na

rizosfera.
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