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ABSTRACT

Aiming at understanding the ecology of phosphate solubilizing bacteria (BSF), the study to evaluate the occurrence
of BSF in the roots of plants on properties in the cities of Manaus and Rio Preto da Eva, Amazonas. The roots were
cut into 1cm pieces and placed in petri dishes with two types of culture medium containing an aluminum phosphate,
pH 4.5 (P-Al) and, the other, calcium phosphate, pH 6.5 (P-Ca). Then we observed the presence of BSFs in each
culture medium. The results show that the presence of BSF varies with location and species studied. The occurrence

of bacteria solubilizing calcium phosphate was higher than the solubilization of aluminum phosphate
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INTRODUCAO

Os microrganismos do solo sdo responsaveis,
direta ou indiretamente, por inimeros processos
biolégicos de grande importancia para o
funcionamento e capacidade produtiva dos
ecossistemas terrestres. A atividade bioldgica do
solo € um termo geral que “inclui todas as reagdes
metabdlicas, suas interacbes e  processos
bioquimicos mediados ou realizados diretamente
pelos organismos do solo” (Moreira e Siqueira,
2006). As bases dos processos bioldgicos do solo
s80 o0 crescimento microbiano e as transformacoes
organicas e inorganicas por eles mediados.

No contexto da fertilidade do solo e nutrigdo
vegetal, os microrganismos podem atuar como
“facilitadores” da nutri¢do, interferindo na
disponibilidade e contribuindo, assim, para reduzir
a necessidade ou maximizar o uso de fertilizantes
manufaturados (Moreira e Siqueira, 2006). Estes
efeitos resultam de suas atividades na rizosfera e
do estabelecimento de relagdes simbioticas, em
especial com as raizes, como a fixacdo biolégica
do nitrogénio, a formacdo de micorrizas e a
solubilizagdo de fosfatos (Souchie et al., 2007).

O efeito positivo da atividade dos microrganismos
na rizosfera geralmente traz vantagens, tanto para
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0 crescimento da planta, quanto para a atividade
microbiana. A producdo de aminoacidos, &cidos
organicos, vitaminas e hormonios  pelos
microrganismos (Souchie et al. 2006), assim como
a dissolugdo de fosfatos, que os torna disponiveis
para as plantas (Souchie et al., 2007; Barroso e
Nahas, 2008; Chagas Jr et al., 2010), sdo de grande
importancia para o crescimento da planta.

Além de solubilizar fosfato de calcio, mecanismo
adequado para solos alcalinos, microrganismos do
solo podem, também, solubilizar fosfato de ferro,
de aluminio, de magnésio e outros (Gyaneshwar et
al., 2002; Vessey, 2003; Chagas Jr et al., 2010),
Desse modo, podem contribuir para a
solubilizagdo do fosforo nos solos &cidos e de
baixa fertilidade dos tropicos, onde predominam
os fosfatos de aluminio e ferro.

Considerando a existem de poucas informacGes
sobre bactérias solubilizadoras de fosfato (BSF) na
Amazonia, é preciso intensificar os estudos com
essas bactérias na regido, para que elas possam
contribuir  efetivamente para um  melhor
aproveitamento do P no solo pelas plantas. O
primeiro passo dessas pesquisas é um estudo sobre
a ecologia dessas bactérias, isto é, onde ocorrem e
as frequéncias de suas ocorréncias.
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Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
ocorréncia de bactérias solubilizadoras de fosfato
nas raizes de plantas de pequenas propriedades
rurais situadas na Estrada do Puraguequara,
municipio de Manaus e no municipio do Rio Preto
da Eva, ambos no Estado do Amazonas.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas amostras de raizes e solo em
propriedades rurais localizadas no Ramal do
Brasileirinho, na estrada do Puraquequara (Zona
rural de Manaus) e no municipio de Rio Preto da
Eva (Km 80 - AM 010) no Estado do Amazonas e
levadas para o Laboratério de Microbiologia do
Solo da Coordenacdo de Pesquisas em Ciéncias
Agrondmicas (CPCA) do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia (INPA).

Em cada propriedade as coletas foram em quatro
espécies, e de cada espécie cinco plantas como
repeticBes. Assim, em um periodo de seis meses e
meio (agosto de 2009 a fevereiro de 2010), foram
visitadas cinco propriedades no Puraquequara e
quatro propriedades no Rio Preto da Eva,
coletando-se 19 espécies de importancia
econbmica, totalizando 151 plantas.

No laboratério, as raizes das diversas espécies
anuais e perenes foram cortadas em pedacos de 1
cm e colocadas em placas de Petri (dez pedagos de
cada planta por placa). O método consistiu em
detectar bactérias solubilizadoras de fosfato (BSF)
em placas de Petri utilizando-se os meios de
cultura especificos. Um para se verificar a
solubilizagdo de fosfato de célcio (P-Ca), meio
GL, que continha 10 g de glucose, 2 g de extrato
de levedura e 15 g de Agar. A este meio foram
adicionadas uma solucéo contendo 0,25 g L de
K,HPO, e outra contendo 1 g L™ de CaCl,,
ajuntando-se o pH para 6,5, com o intuito de se
formar fosfato de célcio precipitado (Chagas Jr e
Oliveira, 2001; Hara e Oliveira, 2004).

O meio GL foi modificado para verificar a
solubilizagdo de fosfato de aluminio (P-Al). Este
meio continha 10 g de manitol, 2 g de extrato de
levedura, 6 g de K;HPO,4 e 18 g de Agar. A este
meio foram acrescentado, também, uma solucéo
contendo 5,34 g AICI; e o pH foi ajustado para 4,5
para formar o precipitado de fosfato de aluminio.
A modificacdo do meio GL foi a fonte de aglcar e
a utilizacdo e quantidade de AICI; e, para que

houvesse aproximadamente 1,4 cmol, de Al no
meio, concentracdo deste elemento encontrada nas
principais classes de solos da Amazonia, servindo,
assim, como parametro para as condigcOes reais
desse elemento na natureza.

Foram feitas observacdes diadrias nas placas
contendo as raizes para a retirada de estirpes que
apresentaram solubilizacdo. Se o fosfato insoltvel
¢ adicionado em meio 4gar, as estirpes
responsaveis pela solubilizagdo do fosfato sdo
detectadas por uma zona clara produzida ao redor
da coldnia. O periodo de observacdes foi, em
média, de trés dias, variando em funcdo dos niveis
de crescimento da microbiota do rizoplano durante
0S ensaios.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na localidade de Puraquequara, em Manaus,
foram encontradas BSF capazes de solubilizar
fosfato de célcio (P-Ca) na rizosfera do cupuagu
(8% das amostras), pupunha (10% das amostras),
manga (2% das amostras) e café (32% das
amostras) na propriedade 1. A porcentagem de
amostras positivas no meio contendo fosfato de
aluminio (P-Al) foi de 0% para todas as espécies
observadas (Tabela 1). Na propriedade 2, foram
encontradas amostras positivas tanto  para
solubilizar P-Ca como de P-Al nas espécies
avaliadas, com exce¢do do ingd que apresentou
amostras positivas somente no meio com P-Ca.
Observa-se, também, que a porcentagem de
solubilizagdo de P-Al foi menor que de P-Ca para
as plantas de inga, cupuacu e goiaba. No entanto,
as amostras das plantas de abacate analisadas
tiveram maior porcentagem de amostras positivas
no meio P-Al (25%) que no meio P-Ca (19%)
(Tabela 1).

Na propriedade 3, ndo houve ocorréncia de BSF
em nenhuma das espécies avaliadas. Na
Propriedade 4, encontraram amostras positivas
para as amostras de biriba (3%), caju (1%) e cana
(2%) no meio P-Al e apenas para as amostras de
banana (6%) no meio P-Ca (Tabela 1).

Na propriedade 5, as espécies caju (9%), café
(10%), urucum (7%) e inga (21%) apresentaram
amostras positivas no meio P-Ca, e somente inga
apresentou amostras positivas (2%) no meio P-Al
(Tabela 1).
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Tabela 1. Ocorréncia de bactérias solubilizadoras de fosfato em raizes de espécies coletadas em
propriedades rurais do Puraquequara em Manaus-AM.

Propriedade Cultura Meio N. de % de Amostras pH do Solo
Amostras Positivas (agua)
1 Mamao (Carica papaya, Linn) P-Al 100 0 4,4
P-Ca 100 0 4.4
1 Cupuacu (Theobroma P-Al 100 0 3,6
grandiflorum (Epreng.) Schm.))
P-Ca 100 8 3,6
1 Pupunha (Bactris gasipaes, P-Al 100 0 3.9
Kunth)
P-Ca 100 10 3,9
1 Manga (Mangifera indica, Linn)  P-Al 100 0 3.9
P-Ca 100 2 39
1 Café (Coffea canephora Pierre) ~ P-Al 100 0 3,7
P-Ca 100 32 3,7
2 Ingé (Inga edulis Mart.) P-Al 100 0 3,8
P-Ca 100 39 3,8
2 Cupuagu (Theobroma P-Al 100 15 3,8
grandiflorum (Epreng.) Schm.))
P-Ca 100 27 3,8
2 Goiaba (Psidium guajava, Linn)  P-Al 100 21 3,9
P-Ca 100 28 3,9
2 Abacate (Persea gratissima, P-Al 100 25 3,8
Gaentin)
P-Ca 100 19 3,8
3 Acerola (Malpighia glabra L.) P-Al 100 0 4,6
P-Ca 100 0 4,6
3 Jambo (Eugenia malaccensis, P-Al 100 0 3,9
Linn)
P-Ca 100 0 3,9
3 Cupuacgu (Theobroma P-Al 100 0 4,1
grandiflorum (Epreng.) Schm.))
P-Ca 100 0 4,1
3 Laranja (Citrus sinensis, (Linn) P-Al 100 0 39
Osbeck)
P-Ca 100 0 3,9
3 Manga (Mangifera indica, Linn)  P-Al 100 0 4,2
P-Ca 100 0 4,2
4 Biriba (Rollinea mucosa (Jacg.) P-Al 100 3 4,2
Baill)
P-Ca 100 0 4,2
4 Cacau (Theobroma cacau, P-Al 100 0 4.4
Linn.)
P-Ca 100 0 4,4
4 Caju (Anacardium occidentale, P-Al 100 1 3,9
Linn)
P-Ca 100 0 3,9
4 Cana (Sacarum officinarum L.) P-Al 100 2 4,7
P-Ca 100 0 4,7
4 Banana (Musa sp.) P-Al 100 0 4,6
P-Ca 100 6 4,6
5 Caju (Anacardium occidentale, P-Al 100 0 3,5
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Linn)
P-Ca 100 9 3,5
5 Café (Coffea canephora Pierre)  P-Al 100 0 3,6
P-Ca 100 10 3,6
5 Urucum (Bixa orelana L.) P-Al 100 0 4,0
P-Ca 100 7 4,0
5 Inga (Inga edulis Mart.) P-Al 100 2 4,3
P-Ca 100 21 4,3

Meédia de cinco repeticdes. Meio P-Al com pH = 4,5 + 2 cmol, Al.L™. Meio P-Ca com pH= 6,5

Nas propriedades de Rio Preto da Eva foram de cupuacu (13,8% e 5,5%), no meio contendo P-
encontradas amostras positivas apenas em plantas  Ca (Tabela 2).

Tabela 2. Ocorréncia de bactérias solubilizadoras de fosfato em raizes de espécies coletadas em
propriedades rurais do Rio Preto da Eva.

Propriedade Cultura Meio N. de % de Amostras pH do Solo
Amostras Positivas (agua)
1 Pupunha (Bactris gasipaes, Kunth) P-Al 100 0 4,4
P-Ca 100 0 4,4
1 Laranja (Citrus sinensis, (Linn) P-Al 100 0 4,5
Osbeck)
P-Ca 100 0 4,5
1 Cupuagu (Theobroma grandiflorum P-Al 100 0 4,7
(Epreng.) Schm.))
P-Ca 100 13,8 4,7
2 Manga (Mangifera indica, Linn) P-Al 100 0 4,3
P-Ca 100 0 4,3
2 Guarana (Paullinea  cupana var. P-Al 100 0 3,7
sorbilis)
P-Ca 100 0 3,7
2 Abacate (Persea Gratissima, P-Al 100 0 45
Gaentin)
P-Ca 100 0 4,5
3 Laranja (Citrus sinensis, (Linn) P-Al 100 0 5,6
Osbeck)
P-Ca 100 0 5,6
3 Cupuacu (Theobroma grandiflorum P-Al 100 0 58
(Epreng.) Schm.))
P-Ca 100 55 58
3 Codco (Cocos nucifera L.) P-Al 100 0 6,4
P-Ca 100 0 6,4
4 Laranja (Citrus sinensis, (Linn) P-Al 100 0 4,6
Osbeck)
P-Ca 100 0 4,6
4 Cupuagu (Theobroma grandiflorum P-Al 100 0 4,4
(Epreng.) Schm.))
P-Ca 100 0 4,4
4 Graviola (Annona muricata, Linn) P-Al 100 0 4,3
P-Ca 100 0 4,3
Média de cinco repetices. Meio P-Al com pH = 4,5 + 2 cmol, Al.L™. Meio P-Ca com pH= 6,5

As raizes das 151 plantas das 19 espécies vegetais  especificos para solubilizadores de P-Ca e P-Al.
foram efetivamente testadas em meio de cultura  Das 6040 amostras de raizes analisadas quanto a
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ocorréncia de BSF, 294 (6,73%) apresentaram
atividade positiva nas condigdes testadas. Para o
grupo de Puraquequara, das 4600 amostras de
raizes testados, 287 (6,24%) apresentaram
amostras positivas quanto a solubilizacdo de
fosfato de célcio e/ou aluminio. O grupo de Rio
Preto da Eva teve 12 (0,5%) amostras positivas das

2400 analizadas. Estes dois grupos de amostras
foram coletados de locais distintos e mostram uma
diversidade com relacdo a ocorréncia de bactérias
solubilizadoras de fosfatos (Tabela 3) em
diferentes espécies de plantas e condi¢des de solos
na Amazonia.

Tabela 3. Relacdo do material biol6gico pesquisados por local de coleta.

Coletas N. de espécies N. de plantas  Total de Am(_)s_tras % positivas
amostras _ positivas
Puraquequara 17 23 4600 287 6,24
Rio Preto da Eva 8 12 2400 12 0,50
Total 35 7000 294 6,74

Vaérios estudos (llmer et al., 1995; Kim et al.,
1999; Silva Filho e Vidor, 2000; Silva Filho et al.,
2002; Hara e Oliveira, 2004, 2005) evidenciam
que a capacidade dos isolados de bactérias do solo
solubilizarem o P-Ca est4 correlacionada com a
diminuicdo do pH do meio pelos &cidos organicos.
Os &cidos organicos secretados podem diretamente
dissolver o fosfato mineral como resultado da
troca de anion de PO, por anion &cido ou pode
quelatar fons de Fe*”®" e AI*" associados com
fosfatos.

Os resultados encontrados nas diferentes
propriedades estudadas, nas duas localidades,
mostraram que em algumas raizes de plantas foi
possivel obter resposta positiva para a ocorréncia
de BSF capazes de solubilizar tanto o P-Ca, quanto
o P-Al. Porém, dentre as amostras positivas,
somente as amostras das espécies cupuagu, goiaba,
abacate, biribd, cana e ing4d apresentaram
crescimento e solubilizacdo de P-Al (Tabela 1 e 2).
E muito provavel que o efeito microbiano na
rizosfera de plantas pode proporcionar uma
resposta  fisioldgica positiva nas  plantas
hospedeiras, como a capacidade de solubilizar
fosfatos inorganicos, disponibilizando-os para as
plantas (Silva Filho et al., 2002; Vessey, 2003).
Assim, a avaliagdo de bactérias do solo a partir da
avaliagdo “in  vitro” da capacidade de
solubilizacdo de fosfatos pode proporcionar uma
base segura para selecionar isolados de bactérias
solubilizadoras de fosfatos efetivos. Porém, ha a
necessidade de se estudar o uso dessas bactérias
como inoculantes, enfocando 0s mecanismos de
sobrevivéncia em solos da regido amazonica, para

gue se possa selecionar isolados que possam
solubilizar o fosforo insolavel.

Dando continuidade ao processo de isolamento das
BSF para uma posterior selecdo das linhagens,
principalmente das que apresentaram solubilizacéo
de fosfato de aluminio (crescimento em meio P-
Al), evidenciando certa tolerancia ao pH e Al
toxico encontrados nos solos regional, essas
bactérias podem contribuir para o aumento da
disponibilidade do P no solo. Além disso, levanta
a possibilidade de que algumas dessas bactérias
podem aumentar o pH da rizosfera, com
consequiente neutralizacdo, parcial ou total, do Al
toxico e da acidez, de magnitude suficiente para
alterar a habilidade das plantas para absorver o P a
partir do solo. Esses resultados promissores
mostram a necessidade de continuar e intensificar
os estudos com BSF.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse trabalho mostram que
a presenca de BSF varia com o local e espécies
vegetais e com as condicBes do solo de onde foi
realizada a coleta.

A ocorréncia de bactérias solubilizadoras de
fosfato de calcio foi maior do que as que
solubilizaram fosfato de aluminio.

RESUMO

Visando o conhecimento da ecologia de bactérias
solubilizadoras de fosfato (BSF), o trabalho teve como
objetivo avaliar a ocorréncia de BSF nas raizes de
plantas em propriedades nos municipios de Manaus e
Rio Preto da Eva, Amazonas. As raizes foram cortadas
em pedacos de 1cm e colocadas em placas de petri com
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dois tipos de meio de cultura, um contendo fosfato de
aluminio e pH 4,5 (P-Al) e, o outro, fosfato de calcio,
pH 6,5 (P-Ca). Em seguida foi observada a presenca
das BSFs em cada meio. Os resultados mostram que a
presenca de BSF varia com o local e as espécies
vegetais estudadas. A ocorréncia de bactérias
solubilizadoras de fosfato de célcio foi maior do que as
que solubilizaram fosfato de aluminio.

Palavras-chave: Fosforo, Amazonia, bactéria do solo,
ecologia microbiana
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