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RESUMO: Diversos microrganismos do solo tém a capacidade de solubilizar diferentes formas de fosfatos
inorgénicos, podendo contribuir para o aproveitamento de fontes menos soliiveis. Seis meios de cultura sélidos foram
testados para isolar microrganismos solubilizadores de fosfato (MSF). O isolamento foi feito a partir do rizoplano mais
rizosfera de guandu utilizando a metodologia das dilui¢des sucessivas e Nimero Mais Provavel. Os critérios de sele¢do
usados foram: ndmero de MSF presentes, tempo de aparecimento de colonias e facilidade de distingdo do halo
transparente. Os meios GL (glicose e extrato de levedura) e GELP (glicose, extrato de levedura, peptona, extrato de solo e
sais de base) favoreceram ao crescimento mais rdpido e um maior nimero de MSF. Uma vez obtidos, 12 isolados de
fungos e 37 de bactérias foram testados quanto a capacidade de solubiliza¢do de fosfato de Araxd em meio liquido. Estes
isolados foram incubados, sob agitagdo, em meio liquido contendo 200 mg de fosfato de Araxa L', durante 7 dias a 28 °C.
No inicio e final do periodo de incubagédo foram determinados pH e P soliivel em meio liquido. Houve isolados que, apesar
de solubilizar fosfato em meio sélido, ndo mantiveram esta capacidade em meio liquido. Para os que mantiveram a
capacidade solubilizadora de fosfato em meio liquido, houve uma relagio inversa entre pH do meio e teor de P solivel. Os
resultados sugerem que a metodologia de isolamento baseada na formacdo de halo em placa deve ser aliada a quantificagdo

da solubilizagdo de fosfato em meio liquido.

PALAVRAS-CHAVE: Solubiliza¢do de P. Fosfato natural. Cajanus cajan.

INTRODUCAO

Em solos com pH préximos a neutralidade
ou ligeiramente alcalinos como alguns do semi-
arido brasileiro, uma grande parte do P pode estar
ligado ao célcio formando compostos susceptiveis a
solubilizacdo por uma série de microrganismos
rizosféricos que produzem acidez. De acordo com
Rheinheimer; Anghinoni (2001), o P contido no
material de origem do solo encontra-se totalmente
na forma mineral, com predominio dos fosfatos de
Ca. Em solos 4cidos, outros tipos de exsudatos
como, por exemplo, os encontrados em raizes de
guandu, podem solubilizar compostos de P, que
nestas condi¢des costumam estar ligados ao Fe ou
Al (SUBBARAO et al. 1997). Essa caracteristica é
importante em sistemas de producdo onde fosfatos
de rocha ou outras fontes pouco soldveis sdo
utilizados como fertilizantes.

O guandu € uma leguminosa semi-perene
de multiplos fins, podendo ser utilizada em
sistemas de producdo vegetal e animal. E uma boa
fixadora de N, atmosférico e, conforme Otani et al.
(1996) e Subbarao et al. (1997), é uma das poucas
espécies que pode utilizar formas fixas de P no
solo, particularmente Fe-P, sendo este potencial
varidvel entre genétipos. Abboud  (1986)

demonstrou a existé€ncia de populacdes de bactérias
e fungos solubilizadores de fosfato na ordem de 10°
organismos g' de solo da rizosfera de diversas
leguminosas, incluindo guandu. Para esta espécie
houve a maior ocorréncia de fungos em relagdo a
cinco outras testadas. Da mesma forma, Carneiro et
al. (2004) detectaram aumento das populagdes de
bactérias e fungos solubilizadores em solo de
Cerrado cultivado com guandu. A capacidade dos
MSF associados a essa leguminosa em melhorar a
sua nutricdo fosfatada e de outras culturas precisa
ser investigada.

Atualmente, um crescente interesse tem
surgido em relacdo a importancia da diversidade
microbiana edafica ja que os microrganismos
desempenham papel fundamental na manutencio
da qualidade do solo (GARBEVA et al. 2004).
Dentre o0os microrganismos do solo, os
solubilizadores de fosfatos inorgénicos
desempenham importante papel no suprimento de P
para as plantas (SILVA FILHO; VIDOR, 2001),
apresentando potencial de wuso na forma de
inoculante (SILVA FILHO et al. 2002; SOUCHIE
et al. 2005). Diversos autores (OMAR, 1998; KIM
et al., 1997) relatam que a solubilizacdo de fosfatos
¢ correlacionada com a habilidade de produgdo de
acidos organicos e/ou polissacarideos
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extracelulares pelos microrganismos. Por exemplo,
Reyes et al. (1999) encontraram correlagio positiva
entre a solubilizacdo mineral de fosfato por
Penicilium rugulosum e a producdo de 4cido
glucdnico ou citrico.

Diversos  microrganismos  rizosféricos
podem solubilizar P em meio de cultura pura
(WHITELAW et al. 1999; WAKELIN et al. 2004;
SOUCHIE et al. 2006) incluindo estirpes do género
rizébio (HARA; OLIVEIRA, 2005). Quando um
microrganismo dissolve o fésforo em meio de
cultura sélido contendo fosfato de célcio hd
formagdo de uma zona de clarificagcdo ao redor da
coldnia, correspondente a acidificagdo do meio e
dissolugdo do fésforo (KANG et al. 2002). A
composicdo de cada meio de cultura pode
influenciar no nimero de isolados de MSF obtidos.
Portanto, torna-se interessante testar diferentes
meios de cultura, tidos como especificos para isolar
MSF, visando maximizar seu isolamento. Assim,
este estudo objetivou selecionar meios de cultura
s6lidos, dentre alguns encontrados na literatura,
para melhor isolar MSF da rizosfera de guandu e
testar metodologia para quantificacdo in vitro da
solubilizacdo de fosfato de Araxd por esses
organismos.

MATERIAL E METODOS

Avaliacdo de meios de cultura sélidos para
isolamento de MSF

Este ensaio foi realizado sob condicdes de
laboratério. Como planta isca, foi cultivado um
genétipo de guandu coletado na regido de
Seropédica - RJ, denominado "Eldorado 1". As
plantas foram cultivadas em um substrato composto
de areia esterilizada e solo (1:6, baseado em peso),
utilizando-se 10 copos plédsticos de 400 mL com
tr€s plantas cada. Foi utilizada a camada superficial
(0-10 cm) de um Latossolo Vermelho-Amarelo da
regido de Brasilia — DF, cuja andlise apresentou pH
=44; Al =0,5; Ca=1,0; Mg = 0,5 (Al, Cae Mg
em cmol, dm'3); P=50eK=30 (P e Kemmg
dm™).

Aos 30 dias apds a germinagdo, iniciou-se a
avaliacdo de meios sélidos através do isolamento
de bactérias e fungos solubilizadores de fosfato
nesses meios. Os meios testados foram: GYA
(glicose, extrato de levedura, MgSO4 e CaCl,),
descrito por Sperber (1958); K&B (extrato de solo
e glicose) descrito por Katznelson; Bose (1959);
GL (glicose e extrato de levedura); GELP (glicose,
extrato de levedura, peptona, extrato de solo e sais
de base); GES (glicose, extrato de solo, sais de base
e solucdo de micronutrientes) e GAGES (glicose,
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arabinose, extrato de solo, glicerol e sais de base),
descritos por Sylvester-Bradley et al. (1982).
Amostras de 1g de solo procedentes do rizoplano
mais rizosfera, juntamente com pedagos de
radicelas, foram misturadas a 9 mL de solucdo
salina (1%) e diluidas sucessivamente até 10”. De
cada dilui¢@o foram transferidas aliquotas de 100
UL para placas de Petri esterilizadas,
acrescentando-se logo em seguida os meios
mantidos a temperatura de 45 °C e misturados
imediatamente, conforme Sylvester-Bradley et al.
(1982). Como testemunha, foi feito plaqueamento
com aliquotas de 100 pL de solugdo salina
esterilizada. Usaram-se triplicatas para cada
dilui¢do. Ap6s a incubagdo das placas por sete dias
a 28 °C, os meios foram avaliados quanto ao
nimero de MSF presentes, tempo de aparecimento
das coldnias nas placas e facilidade na distin¢do do
halo transparente.

O numero de bactérias e fungos
solubilizadores e ndo solubilizadores que cresceram
nas placas foi determinado pelo método do Nimero
Mais Provavel (Tabela de McCrady). A
identificacdio dos MSF se deu por meio da
visualizagdo de um halo transparente formado ao
redor das coldnias, conforme Kang et al. (2002).
Este halo indica a solubilizagdo de CaHPO, contido
em cada meio. Os organismos que formaram halo
transparente foram repicados em placa de Petri
contendo o mesmo meio em que foram
originalmente obtidos. Posteriormente, foram
armazenados em tubo de ensaio contendo aquele
meio solido e 6leo mineral, a temperatura ambiente.

Os dados foram transformados (log n),
submetidos a andlise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

Quantificaco in vitro da solubilizacao bioldgica
de fosfato de Araxa em meio liquido

Quarenta e nove isolados (12 fungos e 37
bactérias) obtidos na fase anterior, foram
inoculados em frascos contendo 50 mL de meio
liquido (Sylvester-Bradley et al., 1982) acrescidos
de fosfato de Araxd (14 g kg' de P) na
concentragdo de 200 mg L™, ao invés de 200 mg de
fosfato de Cataldo que foi usado por aqueles
autores. Os frascos foram incubados por sete dias a
28 °C. Como testemunha, incubou-se meio liquido
na auséncia de microrganismo solubilizador. O
ensaio foi instalado em delineamento inteiramente
casualizado, com trés repeti¢des por
microrganismo. Foram determinados valores
iniciais de pH e P solivel do meio. No final do
periodo de incubacdo, procedeu-se a centrifugacio
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(3.000 rpm por 15 min), determinagdo do pH e
quantificacdio dos teores de P solivel no
sobrenadante (TEDESCO et al., 1995). Os teores
de P soluvel e os valores de pH foram submetidos a
uma anélise de correlacdo linear.

RESULTADOS

Avaliacdo de meios de cultura sélidos para
isolamento de MSF

Dos seis meios de cultura sélidos testados
para isolamento, GL e GELP possibilitaram o
isolamento de um maior ndimero de bactérias
solubilizadoras (Tabela 1). Além disso, o nimero
de bactérias foi sempre superior ao de fungos. Os
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MSF formaram em torno de si um halo facilmente
visivel por contraste com o meio opaco, conforme
Kang et al. (2002). Dentre os meios testados, GELP
possibilitou a melhor visualiza¢do do halo formado,
devido a solubilizacio do CaHPO,. Esse meio
também  apresentou coldnias de bactérias
solubilizadoras ap6s 24 h de incubagdo enquanto
que o aparecimento de colonias nos demais meios
iniciou-se por volta de 48 h. Os meios GL, GAGES
e K&B foram os que se destacaram quanto ao
nimero de colonias de fungos solubilizadores
enquanto que GES, GELP e GYA isolaram menor
nimero destes ndo diferindo entre si (Tabela 1).
Foram obtidos 12 isolados de fungos e 37 de
bactérias solubilizadoras de fosfato.

Tabela 1. UFC de microrganismos solubilizadores e ndo solubilizadores em diferentes meios de cultura sélidos

(médias de trés repetigdes)

Meios de Bactérias Fungos
cultura Nao Solubilizadoras  Solubilizadoras N3io Solubilizadores ~ Solubilizadores
x 10° UFC
GES 32c¢ 0,2¢c 0,1c 0,004 b
GELP 18,2b 2,7b 0,5Ic 0,0007 b
GYA 22¢ 0,7¢ 1,8b 0,003 b
GL 140,0 a 140,0 a 3,0a 0,07 a
GAGES 6,2 bc 0,8 ¢ I,L1b 0,13a
K&B 25¢ 0,5¢c 0,3¢c 0,13 a

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, nio diferem entre si pelo teste Tukey (5%)

Quantificacio in vitro da solubilizacao bioldgica
de fosfato de Araxa em meio liquido

Todos os isolados obtidos na etapa anterior
forma testados quanto ao potencial de solubilizacdo
de fosfato de Araxa em liquido. De forma geral, a
maioria dos fungos acidificou mais o meio de
cultura reduzindo o pH inicial de 6,7 a valores
abaixo de 2,0, ao final do periodo de incubagdo. No
caso das bactérias, houve alguns isolados em que o
pH do meio ao final da incubagdo foi préximo ao
pH inicial. Houve ainda alguns onde o pH final foi
reduzido a valores de até 3,7 e outros isolados onde
o pH foi reduzido a valores de até 2,5 (Figura 1).
Houve correlacio negativa (bactérias, r = -0,79" e

fungos r = - 0,85") entre pH final e o teor de P
solivel no meio.

O teor inicial de P solivel no meio foi 5,5
mg L' No caso de 11 entre os 12 isolados
fingicos, os teores de P solivel ao final do periodo
de incubacio, variaram de 13 a 24 mg L. No caso
de nove entre 37 isolados bacterianos, os teores de
P solavel estiveram na faixa de 8,0 a 22 mg L. O
meio liquido incubado com a maioria dos isolados
de bactéria apresentou teores equivalentes ou
inferiores ao teor inicial, indicando que esses
isolados, embora tenham formado halo de
solubilizacdo em meio so6lido aparentemente
ndomantiveram a capacidade solubilizadora quando
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Figura 1. Relag@o entre pH final do meio de cultura liquido e teor de P soltivel apds sete dias de incubag¢do com

bactérias e fungos solubilizadores de fosfato

testados em meio liquido. Houve um isolado
bacteriano que acidificou mais o meio do que os
demais (pH = 2,5) tendo também possibilitado
teores de P solivel de 22,5 mg L'l, valor bem
superior ao da maioria dos isolados de bactéria,
equiparando-se aos valores maximos atingidos
pelos fungos. A maioria dos isolados bacterianos
apresentou crescimento rdpido, ou seja, com trés
dias de incubacdo ja era observada turbidez do
meio liquido, indicando o crescimento das células.
Os isolados flingicos demonstraram crescimento
mais lento que as bactérias.

DISCUSSAO

Uma melhor performance dos meios GL e
GELP também foi notada por Souchie et al. (2006)
isolando bactérias e fungos solubilizadores de
fosfato de area de pastagem e floresta secunddria de
Mata Atlantica. Esses autores sugerem que a
presenca de extrato de levedura na composi¢do
desses meios poderia ser um diferencial em relacdo
aos demais meios, favorecendo o isolamento de
MSF.

Sylvester-Bradley et al. (1982), testando os
meios GL, GES, GELP e GAGES para isolamento
de MSF da rizosfera de Brachiaria humidicola na
regido amazoOnica brasileira, observaram que GES
possibilitou o isolamento de um maior nimero de
bactérias solubilizadoras. Neste trabalho, GL foi o
que se sobressaiu (Tabela 1). Apesar disso, os

resultados deste trabalho confirmam os de
Sylvester-Bradley et al. (1982) quanto ao
predominio de bactérias em relacdo a fungos
solubilizadores em todos os meios testados. Estes
ultimos autores sugerem que € possivel que as
bactérias crescendo no meio produzam substancias
que inibam o crescimento dos fungos. Por outro
lado, Souchie (2000) isolando MSF com os meios
GL e GELP a partir do rizoplano mais rizosfera de
seis genotipos de guandu cultivados em seis classes
de solo procedentes do nordeste brasileiro,
constataram um maior numero de fungos
solubilizadores ao invés de  bactérias.
Possivelmente, a diversidade floristica (SOUCHIE
et al. 2006), tipo e manejo de solo (NAHAS et al.
1994) sejam fatores determinantes que influenciam
a populacdo de solubilizadores de fosfato. Souchie
et al. (2006), utilizando o meio GELP, detectaram
maior ndmero de bactérias e fungos solubilizadores
numa area de floresta secundaria que apresentava
maior diversidade floristica, principalmente
espécies leguminosas, que em drea de pastagem
com predominio de gramineas. Nahas (1999)
sugere que espécies leguminosas aumentam a
populagdao de MSF devido ao enriquecimento do
solo com nitrogénio. Dessa forma, apesar de terem
sido usados 0os mesmos meios, os solubilizadores
foram isolados a partir de locais com condi¢Ges
edafoclimaticas e floristica distintas. Em solos da
regido semi-drida brasileira, a cobertura vegetal do
solo € menor que na regido do Cerrado e Mata
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Atlantica, podendo os fungos solubilizadores ter
seu estabelecimento favorecido em relacdo as
bactérias, ja que sdo eucariotos, formam esporos e,
desta forma, resistem mais as condi¢des de baixa
umidade e altas temperaturas do solo. Na regido do
Cerrado e Mata Atlantica, a cobertura vegetal é
mais abundante e diversificada, geralmente
havendo maiores teores de umidade e menores
temperaturas do  solo.  Estas  condigdes
possivelmente favorecem o estabelecimento das
bactérias solubilizadoras, jid que possuem menor
versatilidade que os fungos para suportar condi¢des
adversas.

O fato de alguns isolados bacterianos ndo
apresentarem habilidade de solubilizacdo de fosfato
de Araxd em meio liquido possivelmente se deva a
diferenca entre as fontes fosfatadas utilizadas. Nos
meios sélidos, induziu-se a precipitacdo de
CaHPO, pela adi¢dao de CaCl, e K,HPO,4 enquanto
que no meio liquido utilizou-se fosfato de Araxa.
Possivelmente, os fons fosfato estdo complexados
em uma forma mais cristalina no fosfato de Araxd o
que torna sua solubilizacdo mais dificil que a de
CaHPO, formado artificialmente. Outra
possibilidade seria o surgimento de substancias
toxicas ou alteracdes ocorridas no meio pelos
produtos do metabolismo dos MSF (SILVA
FILHO, 1998; SOUCHIE, 2000). A presenca de
cations, como o calcio, no meio pode interferir no
processo de solubilizagdo. Fosfato de Araxa € um
tipo de rocha fosfatada rica neste elemento,
consequentemente, concentracdes acima de uma
dose Otima, desfavoreceriam o mecanismo de
solubiliza¢do. Além disso, determinados niveis de
metais pesados, como Cd, Ni, Pb, Zn, Cu e outros,
contidos no fosfato de Araxa (Amaral Sobrinho et
al. 1992), podem atuar como inibidores do processo
de solubilizacdo. Karamushka et al. (1996) relatam
que a liberacdo de concentragdes téxicas de alguns
metais durante a solubilizacdo de fosfato de rocha
pode afetar o crescimento, fisiologia e metabolismo
dos fungos solubilizadores. Por fim, os isolados
bacterianos podem simplesmente ter perdido a
capacidade de solubilizagido de P devido ao periodo
de armazenamento.
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Ha trabalhos que comparam o potencial de
solubilizacdo in vitro entre MSF. Silva Filho (1998)
comparando  resultados de  potencial de
solubilizacdo de fosfato entre diversos géneros de
MSF verificou que os isolados de Penicillium sp.
apresentaram potencial superior ou igual aos de
Pseudomonas, que por sua vez, foram superiores
aos de Bacillus sp. e estes aos de Aspergillus sp. Da
mesma forma, Nahas (1994) demonstraram uma
maior capacidade de solubilizac@o de P in vitro por
diversos fungos de solo e de rizosfera comparado
as bactérias. Silva Filho (1998) sugere que a
solubilizacdo de fosfato ocorre pela acidificagdo do
meio e que ela estd relacionada ao crescimento do
organismo. Isto estd de acordo com a proposta de
que a solubilizacdo de fosfatos ocorre, basicamente,
pela producdo de acidos organicos e liberacdo de
prétons  (SPERBER, 1958; SILVA FILHO;
VIDOR, 2000; WHITELAW, 2000).

Futuros estudos sdo interessantes visando
testar a capacidade solubilizadora de distintas
fontes fosfatadas por estes organismos, sob
condi¢des in vitro e em sistemas solo-planta.

CONCLUSOES

Os meios GL e GELP sdo os mais
indicados para isolar microrganismos
solubilizadores ja que possibilitam o crescimento
mais rdpido destes e detectam o maior nimero
destes organismos associados a guandu.

A indicacdo de solubilizagdo bioldgica de
fosfato, avaliada visualmente pela formacdo de halo
transparente em meio de cultura sélido, ndo
necessariamente implica na capacidade de
solubilizar P de fosfato de Araxa em meio liquido.

A combinacdo das metodologias de
isolamento de solubilizadores em meio sélido e
quantificagdo da solubilizagdo em meio liquido é
mais eficaz que a utilizagdo isolada de uma delas.
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ABSTRACT: Several soil microorganisms can solubilize different inorganic P forms, contributing to the use of
low reactive P sources. Six solid growth media were tested to isolate P-solubilizing microorganisms. Isolation was
performed from rhizoplane plus rhizosphere of pigeonpea (Cajanus cajan L. Millsp.), using the method of successive
dilutions and Most Probable Number. The criteria for choosing the most suitable solid media to isolate pigeonpea
solubilizers were: number of colonies, time to colony appearing and distinction of the transparent halo. Growth media GL
(glucose, yeast extract and agar) and GELP (glucose, yeast extract, peptone and agar) induced a faster colony development
and a higher number of P-solubilizing microorganisms. Twelve fungi isolates and 37 bacteria were tested in relation to
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their ability to solubilize “Arax4” phosphate in liquid medium. The isolates were cultivated for 7 days at 28 °C in liquid
medium on a rotary shaker. 200 mg of “Arax4” phosphate L' was added to the liquid medium. pH and soluble P were
determined at initial and final of the incubation time. Some isolates solubilized phosphate in solid medium but not in liquid
medium. For the isolates that maintained the solubilization ability in liquid medium, an inverse relationship between pH
and soluble P was verified. The results suggest that the isolation method, based on the halo formation in Petri dishes
should be combined with quantification of soluble phosphate in liquid media.

KEYWORDS: Phosphate solubilization. Rock phosphate. Cajanus cajan .
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