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Eficiéncia de Pseudomonas fluorescens na solubilizacéo de fosfatos e adubacéo foliar em
plantas de soja

Resumo

O fosforo, essencial para o crescimento das plantas, muitas vezes estd em formas insolUveis no
solo, tornando-se indisponivel. Bactérias solubilizadoras de fosforo convertem esses compostos
insoliveis em formas assimilaveis pelas plantas, usando acidos organicos e enzimas. A
pesquisa teve como objetivo caracterizar in vitro o potencial de solubilizacdo de P. fluorescens,
estipe BR 14810, sob diferentes fontes de fosfatos (calcio, aluminio e ferro), e avaliar in vivo 0
efeito da aplicacédo foliar de doses do microrganismo no desenvolvimento de plantas de soja.
Ambos os experimentos foram desenvolvidos seguindo métodos padrdes indicados para
determinar os efeitos no aspecto in vitro e in vivo, com analises agrondmicas e fisiologica e
condicionamento do solo em experimentacdo em casa de vegetacdo. De modo geral concluiu-
se que ha eficécia da presenca do produto na solubilidade dos fostatos in vitro e a aplicacédo
foliar de P. fluorescens exerceu efeito bioestimulante em plantas de soja com acdo no
metabolismo fisioldgico e incrementos de produtividade superiores ao controle, sendo a

condicdo de solo sem protecdo mais promissora no desenvolvimento das plantas.

INTRODUCAO

A solubilizacdo de fésforo por bactérias € um fenébmeno de grande relevancia nos
ecossistemas terrestres e aquéaticos, desempenhando um papel fundamental nos ciclos
biogeoguimicos. O fésforo é um elemento essencial para o crescimento das plantas e, portanto,
é um fator critico na produtividade dos ecossistemas (Lazeris et al., 2021)

No entanto, muitas vezes, o fosforo esta presente em formas insollveis no solo,
associados diretamente a célcio, aluminio ou ferro, na forma idnica de fosfato, tornando-se
indisponivel para as plantas. Nesse contexto, a capacidade das bactérias de solubilizar o fésforo
assume uma importancia relevante dentro do agroecossistema (Moreira e Siqueira, 2006; Geng
etal., 2022).

As bacterias que desempenham o papel de solubilizadoras de fosforo possuem uma
habilidade Unica de converter compostos de fosforo insoliveis em formas solUveis e
assimilaveis pelas plantas. Esse processo envolve a producdo de &cidos organicos e enzimas

que liberam o fosforo das fontes inorgénicas, tornando-o disponivel para a nutricdo vegetal.



Dessa forma, esses microrganismos atuam como intermediarios vitais no ciclo do fésforo,
facilitando a transferéncia desse nutriente dos compartimentos geoldgicos para os biolégicos
(Batista et al., 2022)

A solubilizacdo de fdsforo por bactérias € um exemplo notével de simbiose entre
organismos microbianos e plantas. As bactérias que executam essa funcgao estabelecem relacdes
mutualisticas com as plantas, beneficiando tanto os microrganismos quanto os vegetais. Em
troca do fosforo solubilizado, as plantas fornecem as bactérias compostos organicos e um
ambiente propicio para o seu crescimento. Essa cooperagdo simbiética é um dos pilares da
ecologia dos solos e é essencial para a saude e a fertilidade do ecossistema (Martin et al., 2022)

Além de seu impacto direto nas plantas, a solubilizacao de fosforo por bactérias também
tem implicaces significativas na agricultura sustentavel. Neste contexto, a compreensdo dos
mecanismos envolvidos na solubilizacdo de fésforo por bactérias torna-se um diferencial. Os
estudos cientificos nessa area buscam elucidar os genes e as vias metabolicas responsaveis por
essa habilidade, bem como a diversidade de microrganismos envolvidos. Isso pode levar a
aplicacOes praticas, como a selecdo de bactérias solubilizadoras de fésforo mais eficazes para
a agricultura de preciséo (Cruz et al., 2024).

A biossolubilizacdo € um processo biolégico notavel com implicagdes profundas na
ecologia, na agricultura e na nutricdo das plantas, diante 0 exposto a presente proposta de
pesquisa visou caracterizar in vitro o potencial de solubilizacdo da Pseudomonas fluorescens
sob diferentes fontes de fosfatos, e avaliar in vivo o efeito da aplicacdo foliar no

desenvolvimento de plantas de soja.

MATERIAL E METODOS

Foram realizados dois experimentos, a fim de verificar a eficiéncia da Pseudomonas
fluorescens (estirpe BR 14810; 2x10®8 UFC mL™) presente no produto Phos’Up®,
comercializado como inoculante no tratamento de sementes (TS) de soja. Os experimentos
foram conduzidos no Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Plantas e casa de vegetacdo da
UNESP — Campus de Tupa.

Experimento I — In vitro



Foram investigados a solubilidade dos fosfatos de calcio (Caz(POa4)2), aluminio (AIPO)
e ferro (FeP0O4.2H20) por meio da aplicacdo de doses do produto. Para tanto foram realizados

dois screening in vitro, avaliando qualitativa e quantitativamente a eficacia.

Screening I: Solubilidade de P em placa de Petri (método qualitativo)
Aplicacdo do in6culono TS

Sementes de soja, previamente autoclavadas para total esterilizacdo bioldgica, foram
inoculadas com doses (0, 1 e 2 mL kg™ semente) do inoculante liquido para soja Phos’Up®
(Tabela 01). O TS ocorreu quatro horas antes da deposicdo sobre o meio de cultura. O
delineamento foi inteiramente casualizado com nove tratamentos e quatro repeticdes cada

(placa de Petri).

Tabela 01 — Tratamentos adotados para o teste qualitativo e quantitativo de solubilidade in vitro
de fosfatos de calcio (P-Ca), de aluminio (P-Al) e de ferro (P-Fe) no meio solido e liquido
NBRIP por P. fluorescens em doses (0, 1 e 2 mL) de Phos’Up®.

Tratamentos Dose (mL kg™ oumL L?)
T1  P-Ca(controle) 0
T2 P-Ca 1
T3 P-Ca 2
T4  P-Al (controle) 0
T5  P-Al 1
T6  P-Al 2
T7  P-Fe (controle) 0
T8 P-Fe 1
T9 P-Fe 2

Preparo do meio de cultivo

O potencial de solubilizagdo de fosfato in vitro foi determinado em meio NBRIP
conforme proposta de Nautiyal (1999) com modificagcfes, sendo a fonte de fosfato alterada
conforme o tratamento (Tabela 02).

Tabela 02 — Descri¢do do meio NBRIP, recomendado para avaliacdo da solubilidade do P.
Meio de Cultura NBRIP sélido (g L)

Glicose 10,0
Ca3(POa4)2 ou FeP0O4.2H20 ou AIPO4 5,0
MgCl2.6H.0 5,0
MgS04.7H20 0,25
KCI 0,20
(NH4)2S04 0,10
Purpura de bromocresol 0,125



Agar* 15,0
Agua milig 1000 mL
*QObs.: O meio ficou com aspecto leitoso e o pH foi ajustado para 7,0 antes da adicdo do &gar e autoclavagem.

Apds o preparo e autoclavagem, o meio ainda fundente, foi vertido em placas de Petri.
Em seguida, quando solidificado foi realizado uma perfuracdo ao centro da placa, a fim de
retirar um disco (@ 4 mm) do meio, que permitiu o posicionamento fixo e total da semente
sobre 0 meio de cultura. Em seguida as placas foram acondicionadas em BOD a 28° C na
auséncia luminosa (Material Suplementar 01).

As observacdes foram diarias até o quinto dia, quando se finalizou o teste indicativo de
solubilidade, pois houve a mudanca de coloragdo do meio (roxo para amarelo) com a formacao
de halos ao entorno das sementes (Material Suplementar 02). O registro fotogréafico das placas

foi com protocolo PRHQ proposto por Rodrigues et al., (2022).

Screening 11: Solubilidade de P em meio liquido (método quantitativo)
Preparo do meio de cultivo

Para testar quanto ao potencial de solubilizacdo de fosfato in vitro em meio liquido
NBRIP, conforme proposto por Nautiyal (1999) (Tabela 03).

Tabela 03 — Descricdo do meio de cultivo NBRIP liquido, recomendado para avaliacdo da
solubilidade do P.

Meio de Cultura NBRIP (g L)

Glicose 10,0
Caz(POs4)2 ou FePO4.2H20 ou AlIPO4 5,0
MgCl..6H.0 5,0
MgS04.7H20 0,25

KCI 0,20
(NH4)2S04 0,10
Agua milig 1000 mL

Obs.: O meio ficou com aspecto leitoso e o pH ajustado para 7,0 antes da autoclavagem.

O meio foi fracionado em erlenmeyer de 250 mL colocando-se 100 mL do meio NBRIP
liquido com tampo de gaze e aluminio, em seguida autoclavado por 20 min a 120°C 1 atm.
Apos resfriar, e em cdmara de fluxo laminar, inoculou-se em cada erlenmeyer a dose do produto
comercial (Tabela 01).

O delineamento foi inteiramente casualizado com nove tratamentos e quatro repeticoes
cada.



Os frascos foram incubados a 28+1 °C sob agitacdo a 160 rpm na auséncia luminosa.
Diariamente, a partir da montagem do teste, realizou-se as leituras, a partir do tempo 0 h até
observacao de reducdo da solubilizacdo do P (declinio nas leituras de absorbancia).

Retirou-se 3 mL de amostra em eppendorf e centrifugou por 10 minutos a 10.000 rpm.
Parte do sobrenadante foi usado para determinar o pH e parte para o teor de P livre por meio
do método colorimétrico de Murphy e Riley (1962).

Em eppendorf de 2 mL, montou-se a reacdo com 100 pL do reagente + 100 puL da
amostra centrifugada (sobrenadante) + 1,8 mL de 4gua milig. O controle foi com 100 puL do
reagente + 100 uL do meio NBRIP centrifugado (sem a inocula¢do e mantido com os demais
frascos na shaker) + 1,8 mL de agua milig. O equipamento foi zerado (branco) com 100 uL do
reagente + 100 pL de dgua miliq estéril + 1,8 mL de dgua miliq.

As amostras foram homogeneizadas em vortex e mantidas por 40 minutos até a
realizacdo das leituras em espectrofotometro (Abs 725 nm). Os valores foram corrigidos pela

curva padrao de fosfato de potassio monobasico e expressos em ug mL™.

Experimento Il — In vivo

Foi realizado experimento para caracterizar os mecanismos de a¢do do Phos’Up® na
aplicacdo foliar na soja, considerando doses (1, 2 e 3 mL L) e acondicionamento do solo no
momento da aplica¢do (com e sem protecao plastica sobre o solo), conforme tabela 04.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, nas dependéncias da Faculdade de
Ciéncias e Engenharia da Universidade Estadual Paulista no Campus de Tupa-SP. Amostras de
solo destinado ao experimento foram coletadas da camada superficial (0-20 cm) e
encaminhadas ao laboratdrio especializado para determinacdo do estado nutricional (Material

Suplementar 03).

Tabela 04 — Tratamentos para aplicagéo de P. fluorescens via foliar com doses (1,2e 3 mL L-
1 de Phos’Up® em plantas de soja (estadio V4).

Tratamentos Dose (mL L1)*
T1 Controle -
T2 Phos'Up sem protecédo
T3 Phos'Up sem prote¢édo
T4  Phos'Up sem protegédo
T5 Phos'Up com protecédo

= W N -



T6 Phos'Up com protecédo 2

T7 Phos'Up com protecédo 3
*volume de calda de 100 L ha™.

Fracionou-se o solo em embalagens plésticas transparentes, com porc¢des equivalentes
ao vaso de 5 L, na qual em cada um foram adicionados o calcario dolomitico filler (PRNT
100%) conforme a recomendacao necessaria a fim de corrigir a acidez presente. As embalagens
foram mantidas fechadas no interior da casa de vegetacdo a fim de otimizar o processo da
correcdo do pH. Apds 30 dias, antecedendo a semeadura foi realizada a adubacdo (macro e
micronutrientes) recomendadas para a cultura da soja, conforme o Boletim 100 para o estado
de Séo Paulo.

Em delineamento inteiramente casualizado foram preparados 56 vasos, sendo 8
repeticOes para cada tratamento, das quais quatro foram conduzidas até o estadio R1 (amostras
destrutivas) e demais mantidas até o final do ciclo da cultura para coleta de demais variaveis.

A semeadura da soja NS 6700 IPRO, foi sem tratamento quimico ou industrial,
inoculada apenas com produto comercial contendo Bradyrhizobium japonicum — SEMIA 5079
e 5080. Em seguida, quatro sementes foram depositadas (3 cm de profundidade) e cobertas com
solo, sendo mantidas apenas duas por vaso apds a emergéncia até o0 momento das avaliacGes.
As regas foram manualmente, direcionada ao solo, conforme a necessidade, evitando o ponto
de murcha permanente da cultura.

No estadio fenologico V4, realizou-se a aplicacdo foliar das doses de P. fluorescens,
conforme descri¢do da tabela 05. A aplicacdo foi com o auxilio de pulverizador manual de
pressdo constante, considerando o volume de calda de 100 L ha. Atendendo a protecdo do
solo utilizou-se uma cobertura plastica que evitou o contato e deposicdo das doses sobre o solo
do vaso, garantindo assim a eficiéncia da aplicacdo foliar (Material Suplementar 04).

Anélises agrondmicas

As variaveis agrondémicas foram determinadas em dois momentos: em R1 (inicio da

floracéo) e final de ciclo (colheita).

No estaddio R1 determinou-se:

- Altura parte aérea (cm): Por meio de régua milimetrada, considerando a base, o colo da planta
e 0 apice a insercdo do peciolo do ultimo trifélio;



- Comprimento raiz (cm): Com auxilio de régua milimetrada, a partir do colo da planta até
extremidade da raiz;
- Massa seca da parte aérea e da raiz (g): Apos coleta biométrica as partes foram separadas,
alocadas em sacos de papel e acomodadas em estufa de circulacdo de ar forcada sob
aquecimento de 65° C por 72 h. Em seguida, em balanca de preciséo, pesarad a massa de amostra.
- NUmero e peso dos nodulos (g): As plantas em vaso foram destinadas a lavagem das raizes
para remocdo do solo, a fim de preservar suas estruturas e manter a integridade dos nédulos
formados, para tanto procedeu-se a lavagem em &gua corrente sobre peneira e em seguida, apos
a coleta biométrica, os nddulos foram retirados cuidadosamente contabilizados, registrados e
pesados em balanca analitica de precisao.
- Teor de P: as folhas foram secas em estufa e moidas em moinho, sendo encaminhadas para
laboratdrio especializado a fim de determinar o teor de P mineral nas folhas de soja referentes
a cada tratamento.
No final do ciclo da cultura determinou-se:
- Numero de vagens: Com umidade entorno de 13% realizou-se a colheita manual
contabilizando-se todas as vagens presentes nas plantas em cada vaso;
- Produtividade por vaso (g) e o peso de 100 gréos (g): Apés beneficiamento manual obteve-
se 0 peso total dos graos, possibilitando estimar a produtividade por vaso e o peso de 100 graos,
ambas variaveis respostas indicadoras para o incremento de produtividade na investigacdo do
efeito bioestimulante.
Anélises fisioldgicas

As variaveis bioquimicas foram determinadas no estadio R1, a partir do material vegetal
(folhas) a fim compreender os efeitos da P. fluorescens do produto Phos’Up® no metabolismo
da planta. Todas as analises foram realizadas em quadruplicatas.
- Malondialdeido (MDA) e Peroxido de hidrogénio (H202): Para a peroxidacéo lipidica sera
adotado o extrator a base de &cido tricloroacetico (1%) e neste serd macerado 1 g de material
foliar moido em nitrogénio liquido, seguido de centrifugacdo e uso do sobrenadante para as
andlises do teste de MDA e H20», ambas determinadas em espectrofotdmetro e expressas em
nmol g? de massa fresca e umol g de massa fresca, conforme Heath e Packer (1968) e
Alexieva et al. (2001), respectivamente.
- Metabolismo antioxidante: Serdo utilizados 1,5 g de folhas e extraidas em 10 mL tampéo

fosfato de potéassio 100 mM (pH 7,5), seguidos de centrifugacéo refrigerada e sobrenadante



usado para determinar atividade da superdxido dismutase - SOD (Giannopolitis e Ries, 1977),
atividade da catalase — CAT (Azevedo et al., 1998) atividade da ascorbato peroxidase — APX
(Moldes et al., 2008) e proteinas totais (Bradford, 1976).

No estadio R1, o solo de cada vaso correspondente aos tratamentos, foram coletados e
enviado a laboratorio especializado para determinacdo da atividade enzimética da fosfatase

acida.

Anédlises estatisticas

Os dados foram submetidos a anélise de variancia para verificacdo da significancia e
realizada a comparacdo de médias utilizando-se o teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade
por meio do programa estatistico Sisvar 5.3 (Ferreira, 2014) e as representacfes graficas por

meio software SigmaPlot.

RESULTADOS e DISCUSSAO

Experimento 1 — In vitro
Screening |: Solubilidade de P em placa de Petri (método qualitativo)

O teste possibilitou observar que a cepa bacteriana de P. fluorescenses do produto
Phos’Up® possui capacidade de produzir acidos organicos, visto que houve alteracdo da
coloracdo do meio de cultura ao entorno da semente inoculada, visualmente o incremento das
doses elevaram o diametro dos halos de acidificagédo indicados pela cor amarela, sendo mais
expressivo para meio de cultura contendo fosfato de célcio (P-Ca) (Figura 01).



2 (mLkg!)

Figura 01 - Aspectos visuais do teste qualitativo (72h) para solubilidade de fosfatos de aluminio (P-Al), célcio (P-
Ca) e ferro (P-Fe) em meio NBRIP solido com a aplicagdo de doses de Phos’UP (0, 1 € 2 mL Kg™!) no tratamento
de sementes de soja.

Barroso e Nahas (2008) descrevem que a solubilidade dos fosfatos € muito baixa, sendo
maiores para fosfato de célcio, seguido de fosfato de aluminio e com menor solubilidade o
fosfato de ferro, de modo geral grande parte dos organismos como bactérias sdo capazes de
solubilizar fosfatos de célcio, mas poucos séo capazes de solubilizar fosfatos de aluminio e

ferro.
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A baixa eficiéncia na absor¢do do fésforo inorganico é um dos desafios no cenério da
pesquisa agricola atual. Muitos microrganismos presentes na rizosfera sdo capazes de atuar

solubilizando o fosfato inorgéanico (Ribas et al., 2016).

Screening 11: Solubilidade de P em meio liquido (método quantitativo)

Ao realizar o teste de solubilidade para quantificar o teor de P livre no meio de cultura
com a inoculacdo das doses de PhosUp®, verificou-se ao longo do tempo (24 — 144 h) que
houve maior disponibiliza¢do do P ligado ao célcio (P-Ca), seguido do fosfato de aluminio e
ferro (Figura 02-a).

Houve liberacdo gradativa conforme as doses, de modo que as reducdes foram
expressivas com passar dos dias, isso devido ao aumento populacional bacteriano que passa a
consumir o P liberado mais rapido que sua capacidade de biossolubilizag&o.

Cerca de 80% do fosfato inorganico sollvel aplicado se torna indisponivel, pois €
rapidamente imobilizado na forma de fosfato insoltvel, pois fixam a minerais de argila, ao
calcio ou oxidos de ferro e aluminio (Behera et al., 2014).

Embora as formas predominantes de fosfatos sejam os fosfatos de ferro e aluminio, as
informacdes sobre sua solubilizacdo sdao escassas. Além disso, ha diferencas na capacidade e
potencial de solubilizagdo entre microrganismos. Enquanto um microrganismo especifico
consegue solubilizar apenas P-Ca, outros t€ém a capacidade de solubilizar P-Al e P-Fe em
diferentes intensidades. Portanto, ¢ importante considerar a variabilidade na habilidade dos
microrganismos em solubilizar esses fosfatos (Faria et al., 2022).

As bactérias solubilizadoras de fosfato desempenham um papel fundamental no ciclo
do fosforo ao aumentar a biodisponibilidade desse elemento para absor¢do pelas plantas.
Utilizando uma variedade de métodos, como a acidificagdo, a quelagdo e eventos de troca, os
microrganismos tornam o fosfato mais solivel. O principal mecanismo de solubilizagao
envolve a liberagdo de metabolitos, como acidos organicos, que reduzem o pH do solo
rizosférico ou quelam os cations responsaveis pela precipitagdo dos compostos inorgénicos de
fésforo (Silva et al., 2023).
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Figura 02 - Determinagdo da concentragdo de P (ug mL!) disponibilizado ao longo das horas (24 a 144 h) durante
screening in vitro de solubilidade dos fosfatos de aluminio (P-Al), calcio (P-Ca) e ferro (P-Fe) por meio da
aplicacdo das doses 0, 1 e 2 de Phos’Up® (mL L') em meio NBRIP liquido. Para solubilizagio barras seguidas de
mesma letra, entre os tratamentos no mesmo periodo (h), nédo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Scott-Knott.

No ambiente natural quando as raizes excretam glicose, as bactérias podem absorvé-la
e converté-la em glicose-6-fosfato no citosol, um processo que requer ATP. Em condicbes de
fosfato limitante, as bactérias empregam a via periplasmatica, onde enzimas como glicose
desidrogenase e gluconato desidrogenase, localizadas na membrana, oxidam a glicose em
compostos &cidos, resultando em reducdo do pH no ambiente (Buch et al., 2008)
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As leituras de pH revelaram que houve acidificagdo do meio de cultura, que
provavelmente pela presenca de acidos organicos capazes de desempenhar esse papel,
conforme observado nas redugées ao longo do tempo (Figura 02-b).

Os 4cidos organicos sdo compostos de baixo peso molecular produzidos em vias
metabdlicas oxidativas e secretados pelo sistema radicular das plantas. Semelhantemente os
microrganismos também liberam 4&cidos organicos que atuam na solubilizacdo de fosfato
inorganico, sendo o gluconico, 2-ceto gluconico, acido oxalico, acético, fumarico, malico,
succinico, tartarico os principais acidos envolvidos (Silva et al., 2023).

Os acidos organicos acidificam o solo ou 0 meio de cultura, resultando na diminuigéo
do pH. Isso leva a liberacédo de cations ligados ao fosforo de seus grupos hidroxila e carbonila.
Além disso, esses acidos podem competir com os locais de adsorcdo de fosforo no solo,

formando complexos com ions metalicos ligados ao fosforo (Wei et al., 2018).

Experimento Il — In vivo

Screening I: Aplicacéo foliar de Phos’UP em plantas de soja

A aplicagdo foliar do produto possibilitou maior desenvolvimento das plantas
comparado ao tratamento controle, conferindo as mesmas melhores indices biométricos como
altura de parte aérea, comprimento radicular e massa seca. De modo geral, tratamentos com
doses de 2 e 3 mL L™ e condigéo de solo exposto (sem protecdo) tiveram melhores expressoes
biométricas (Figura 03).

A P. fluorescens € reconhecida por suas contribuicdes significativas para o crescimento
das plantas, especialmente devido a sua habilidade na solubilizacdo de fosfatos. Esta
capacidade € atribuida a producdo de acidos organicos que ajustam o pH do solo de maneira
favoravel e a presenca de fosfatases, enzimas hidrolases que desempenham um papel de suma
importancia na liberacdo de grupos fosfatos da matéria organica. Esses fosfatos solubilizados
estdo prontamente disponiveis para absorcdo pelas raizes das plantas, melhorando assim sua

nutricdo mineral e seu crescimento (Zhang et al., 2018).

13



QD
—

v

O

b) 35,
a 1 a a
50 H b b
= = 30 b b 2
5 . S b
g 451 ¢ & 5
= < C
g 2 us |
= <
&4(% g d
g 2
2 35 E20«
=
30 15
e B B B B B B B NE B B B B B B B
C) o0 d s,
a
= 80 1 a 2 14 1 a
s b b —
5 9 c 20 13 E .
s 1 N :
2 60 - g b
Q
5]
£ g 11 c
g 50 s
. ] L

Figura 03 - Avaliagdo biométrica do desenvolvimento de plantas de soja submetidas a doses de Phos’Up® (mL L-
1) aplicadas via foliar com e sem protecéo do solo, sendo: T1) Controle; T2) 1 mL sem prote¢do sol; T3) 2 mL
sem protecdo; T4) 3 mL sem protecdo; T5) 1 mL com protecdo; T6) 2 mL com protecdo e T7) 3 mL com protecao.
Barras seguidas de mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
CV =2,79; 6,05; 3,36 ¢ 7,28 %.

O efeito bioestimulante possibilita a planta uma melhor performance fisiol6gica e

consequentemente produtiva. Conhecer os mecanismos associados a essas interacées permitem
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0 sucesso nas préticas agricolas, o fato de realizar a aplicacdo de P. fluorescens (BR 14810) via
foliar, teve reflexo direto sob o crescimento e desenvolvimento de plantas de soja em casa de
vegetacao, isso amplia a versatilidade de uso do produto, bem como a plasticidade adaptativa
da cepa nas condicdes que foram expostas.

Conforme Chagas et al. (2017) a influéncia dos microrganismos no desenvolvimento
das plantas é abrangente. Utilizar esses organismos como promotores de crescimento oferece
diversos beneficios as plantas, incluindo melhor germinacdo das sementes, emergéncia de
plantulas, crescimento vegetal e aumento do rendimento dos grdos. Portanto, bactérias
solubilizadoras, promovem uma producéo sustentavel, reduzindo a necessidade de fertilizantes
e essa pratica é fundamental para os cultivos atuais, contribuindo para o desenvolvimento de
sistemas racionais de producéo.

A fixag&o bioldgica de nitrogénio, realizada por varios microrganismos simbidticos e
de vida livre, é o processo pelo qual o nitrogénio atmosférico é convertido em aménio. Desta
forma possibilitando a assimilacdo do elemento pelas plantas, especialmente as leguminosas.
O fosforo é essencial desde a fase de germinacgdo, especialmente em plantas de ciclo curto,
como a soja e desempenha acdo ndo somente no metabolismo energético, mas também na
nodulacéo e na fixagdo do nitrogénio atmosférico (Oliveira-Paiva et al., 2022).

Assim os indicadores de nimero e massa fresca de nddulos, diferiram entre si, na qual
doses elevadas (3 mL) ndo promoveram aumento no nimero de nddulos, porém elevaram a
biomassa destes (Figura 04).

Nodulos maiores tém quantidades proporcionalmente elevadas de nitrogénio fixado no
tecido, quando comparados a nddulos pequenos. As altas demandas de energia associadas a
fixacdo do N2 no tecido do nodulo pode gerar uma maior capacidade de dissipacdo por unidade
de massa em ndédulos grandes, resultando em maior distribuicdo de agua e fotossintatos para
estes, do que para nddulos pequenos. Resultando em melhores performances fisioldgicas e
incrementos de produtividade (King e Purcell, 2001).
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Figura 04 - NUmero e massa fresca de nodulos de plantas de soja submetidas a doses de Phos’Up (mL L) aplicadas
via foliar com e sem protecéo do solo, sendo: T1) Controle; T2) 1 mL sem prote¢do sol; T3) 2 mL sem protecdo;
T4) 3 mL sem protecdo; T5) 1 mL com protecdo; T6) 2 mL com protecdo e T7) 3 mL com protecdo. Barras
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott. CV =
5,06 e 7,28 %.

Bactérias em geral, especialmente Bacillus e Pseudomonas possuem a capacidade de
secretar acidos organicos, produzir fosfatases acidas, e empregar diversos mecanismos para
solubilizar e mineralizar fosfatos. Esses processos sdo fundamentais para a disponibilizacéo de
fosfato para as plantas, facilitando a absorgéo desse nutriente essencial para o seu crescimento
e desenvolvimento (Mendonga et al., 2020).

A capacidade biossolubilizadora por parte de um microrganismo depende de varios
fatores, e parte pode estar associada a atividade enzimatica da fosfatase &cida, essa é
responsavel por liberar os ions de P no solo permitindo a assimilacdo do mineral pelas plantas.
Neste contexto, observou-se que doses elevadas com solo sem protecdo permitiu maior
atividade enzimaética da fosfatase quando comparados ao controle.

O teor nutricional das folhas de soja foi determinado em anélise (Material Suplementar
05), possibilitando inferir, se o produto Phos’Up® nas doses testadas elevou a concentragio do
P no tecido da planta, dessa forma observou-se que plantas que receberam aplicacédo foliar com

solo exposto apresentaram maior concentragao em relacdo ao controle, e quando aplicado com
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solo protegido apenas a maior dose 3 mL foi capaz de ser superior aos demais tratamentos na

mesma condicdo (Figura 05).
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Figura 05 - Atividade da fosfatase acida ocorrida no solo de vasos cultivados com soja e teor de P presentes em
folhas de plantas de soja submetidas a doses de Phos’Up (mL L) aplicadas via foliar com e sem protecao do solo,
sendo: T1) Controle; T2) 1 mL sem protecdo solo; T3) 2 mL sem prote¢do; T4) 3 mL sem prote¢do; T5) 1 mL
com protecdo; T6) 2 mL com prote¢do e T7) 3 mL com protecdo. Barras seguidas de mesma letra ndo diferem
entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott. CV = 1,2 e 1,4%.

A proporcéo de fosfatases é relativa a abundéncia de P no solo e consequentemente
influencia na disponibilidade desse nutriente as plantas, alguns estudos apontam correlacdo
positiva entre atividade da fosfatase, absorcéo de P pelas plantas e peso dos nddulos em plantas
de soja (Fraser et al., 2017). A solubilizacdo de fosfato tem um impacto significativo na
promogdo do crescimento das plantas, principalmente ao aumentar a biomassa e o teor de
fésforo nas plantas (Bashan et al., 2004).

Ao considerar os efeitos fisiologicos da aplicacdo foliar de P. fluorescens nas folhas de
soja, observou-se a espécies reativas de oxigénio (EROs), essas desempenham um papel
ambivalente nas células, atuando tanto como produtos naturais do metabolismo quanto como
agentes de estresse oxidativo quando presentes em excesso. Em condi¢des normais, as EROs
sdo neutralizadas por um sistema complexo de defesa antioxidante, composto por diversas
enzimas especializadas. Estas enzimas, como a superoxido dismutase, catalase e ascorbato
peroxidase, atuam na manutencdo do equilibrio redox celular, protegendo as biomoléculas
contra danos oxidativos (Taiz et al., 2017).

Quando hé aplicagdo de microrganismos ou interacdo planta-microrganismo, observa-
se aumento dos indicadores de espécies reativas de oxigénio, principalmente MDA, enquanto

0 H20> foi reduzida nos tratamentos T2, T3, T4 e T6 em comparacao ao controle. A atividade
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do complexo enzimético antioxidante (SOD, CAT e APX) correspondeu a producgéo dos EROs,
revelando uma reducdo destas nos tratamentos que receberam aplicacdo do microrganismo
(Figura 06).
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Figura 06 - Parametros indicadores de EROs (MDA e H,0,), atividades enzimaticas antioxidantes e proteina total
em folhas de plantas de soja submetidas a doses de Phos’Up (mL L) aplicadas via foliar com e sem protecéo do
solo, sendo: T1) Controle; T2) 1 mL sem protecdo solo; T3) 2 mL sem protecdo; T4) 3 mL sem protecdo; T5) 1
mL com protecdo; T6) 2 mL com protecdo e T7) 3 mL com protecao do solo. Barras seguidas de mesma letra ndo
diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott. CV = 4,0; 3,81; 2,52; 5,09; 7,13 e 2,5
%.

18



O reflexos fisioldgicos desse comportamento conferem as plantas expostas a aplicagdo
foliar de P. fluorescens, uma melhor capacidade na mitigacao de estresses na cultura, sejam de
natureza biotica ou abiotica. Observou-se que apenas os tratamentos T4 e T5 tiveram maiores
teores proteicos foliares, quando comparados ao tratamento controle.

Em casa de vegetacdo, todas as varidveis fisiologicas e agrondémicas converteram para
o melhor desempenho da planta, bem como incrementos de produtividade. Desta maneira
observou-se que a aplicacédo foliar do microrganismo elevou o numero de vagens e aumentou
a massa total de gréos por vaso, com incremento médio entorno de 18 % em relagéo ao controle,
sendo um forte indicio para os testes de campo (Figura 07).

Faria et al. (2022), observaram um incremento médio de 54% na produtividade de soja
em campos agricolas, com a aplicacdo foliar de P. fluorescens estirpe BR 14810, além de
beneficios no desenvolvimento vegetativo das plantas.

A elevagdo de produtividade esta diretamente relacionada a pardmetros como o
rendimento de grédos, que é o indicador mais direto da produtividade da cultura, seguido do
numero de vagens por planta, visto que quanto maior o nimero de vagens por planta, maior
potencial de producdo de grdos, e 0 peso médio dos graos, na qual grdos maiores tendem a ter
mais valor comercial.

Além do desenvolvimento vegetativo (parte aérea e comprimento de raiz), visto que
plantas de soja com maior crescimento, geralmente estdo associadas a uma maior producédo de
grdos, desde que ndo comprometam a estabilidade da planta, conforme evidenciou-se nesse

experimento com os tratamentos T3, T4 e T6.
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A busca por técnicas que possibilitem o uso racional dos sistemas agricolas, fortalecem
as cadeias produtivas e promovem a sustentabilidade das areas produtivas. Experimentos como
este, corroboram com 0s anseios de uma agriculta moderna e contribuem para a reducéo da
dependéncia de quimicos e otimizacao de recursos presentes nessas areas, como o P n&o labil,
melhorando a qualidade nutricional dos alimentos, além de aumentar a resisténcia das plantas
a estresses ambientais. E inegavel que a adocdo de bioinsumos continuam a crescer e
proporcionam inimeros beneficios, esses fatos foram sumarizados e evidenciado as principais

contribuigdes obtidas neste estudo (Figura 08).
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Figura 08 — Esquema comparativo dos principais beneficios desencadeados pela aplicacdo foliar de P. fluorescens,
estirpe BR14810, em plantas de soja.

CONCLUSAO

Os screening in vitro permitiram revelar eficacia do produto Phos’Up® na solubilizagio
de fosfatos de calcio e aluminio.
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O Phos’Up® aplicado via foliar melhorou a performance da soja nos critérios
biométricos, fisioldgicos e agrondmicos, elevando a produtividade, sob tudo em condi¢es de
solo sem a prote¢do no momento da aplicacao.
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Material suplementar

MS 01 — Placas de Petri com meio de cultura NBRIP, sendo ao centro depositado a semente e

soja inoculada com produto.

MS 02 — Zoneamento interpretativo do processo de solubilizacdo de fosfatos por

microrganismos em meio de cultura NBRIP sélido.

Meio NBRIP

Liberagéo de
acidos organicos
(reducédo do pH mudanga
de cor do meio)

Halo de solubilizagdo
(Obs.:P-Ca apds 6 dias)

Semente com indculo
sobre o tegumento
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MS 03 — Laudo da andlise fisico-quimica do solo.

pH | pH P P P . . - 24 2+ 3+
Am"' Descrigio daAmostra| Talhao | Frofu" | H0 Ic-cn, ml’“"l lerom Na* [ K | s | Kk | ca® | Mg | A |Heal |mo.|co.
ostra didade
mg/dm* mmol/dm® 9/Kg
15318 AM: 01 ns 54 49 5 ns ns ns 340 4 090 150 30 00 120 54 31
N° Profun | B | Cu | Fe [ Mn [ zn | sB | T [ t [v% [m% [camgcak | car [Mgr] Kt |
|Amootn Oescrigioduimostn| iTaltlo | didade [mg/dm| mg/dm® (DTPA) [ mmovam | % | [ % |
15318 AM: 01 023 06 200 75 07 1880 3050 1880 616 00 51 172 491 906 29
Ne profun | T | Argita I Site | Arela | 1100 DE SOLO | CLAS. TEXTURA
Amostra |Descricdo daAmostra|  Talhdo didade | arglla Total
9/Kg
15318 AM: 01 11 1450 500 8050 AD 2 ARENOSO

MS 04 - Desenvolvimento das plantas de soja ao longo do estadios até a fase V4 com a
aplicacdo dos tratamentos, e detalhe da protecdo do solo com cobertura plastica no momento
da aplicacao.
[

MS 05 - Laudo da analise dos componentes nutricionais, com destaque ao P, presentes em
folhas de plantas de soja submetidas a doses de Phos’Up (mL L) aplicadas via foliar com e
sem protecdo do solo, sendo: T1) Controle; T2) 1 mL sem protecdo solo; T3) 2 mL sem
protecdo; T4) 3 mL sem protecdo; T5) 1 mL com protecdo; T6) 2 mL com protecdo e T7) 3 mL
com protecao.

N P K Ca Mg S B Cu Fe Mn Zn Co Mo Na Al Ni CI Si
Tratamento
g kg? mg kg %

1 37.89 297 1697 1372 469 158 48.75 5.63 171.28 122.67 29.15 ns ns ns ns ns ns ns
2 33.70 2.62 1477 1371 445 1.63 38.80 5.13 146.00 106.38 26.40 ns ns ns ns ns ns ns
3 3753 3.16 1538 14.26 4.42 195 48.06 6.28 157.93 147.76 30.39 ns ns ns ns ns ns ns
4 37.25 3.14 1545 1473 4.28 2.09 30.97 5.34 187.13 185.03 32.05 ns ns ns ns ns ns ns
5 36.82 294 1789 1499 460 201 31.29 5.12 231.27 166.34 30.63 ns ns ns ns ns ns ns
6 3466 295 16.76 1542 4.66 211  25.76 591 172.82 106.17 28.00 ns ns Nns nNs ns ns ns
7 38.98 3.25 1450 1459 4.73 1.80  57.35 5.00 196.82 182.58 34.52 ns ns ns ns ns_ ns ns
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