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RESUMO

MARRA, Leandro Marciano. Fixagéo bioldgica de nitrogénio e solubilizagéo
de fosfatos por bactérias isoladas de nddulos de caupi [Vigna unguiculata
(L) Walp.]. 2009. 87p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias do Solo) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG'.

A fixagdo biologica do nitrogénio e a solubilizacdo de fosfatos
inorganicos insoliveis sdo processos mediados por microrganismos do solo os
quais podem aumentar a produtividade das culturas. O objetivo deste trabalho
foi isolar e selecionar bactérias noduliferas em caupi eficientes na fixagdo
bioldgica de nitrogénio e na solubilizacdo de fosfatos insoliveis, e identificar e
quantificar os 4acidos organicos produzidos possivelmente relacionados a
capacidade solubilizadora. Estas bactérias foram isoladas de dois solos contendo
concentragoes elevadas de P insoluvel, oriundos das cidades de Lavras e de
Patos de Minas, utilizando como planta isca o feijdo caupi [Vigna unguiculata
(L.) Walp.]. Foram obtidos 78 isolados, os quais foram caracterizados de acordo
com suas caracteristicas culturais em meio de cultura 79 juntamente com as
estirpes UFLA 03-84, INPA 03-11B e BR3267 (aprovadas pelo Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento — MAPA), para produgdo de inoculante
para o feijdo caupi) e também a estirpe de Burkholderia cepacia (LMG1222),
utilizada como controle positivo na solubilizagdo de fosfatos. Avaliou-se a
eficiéncia simbiotica (Fixagdo Biologica de Nitrogénio - FBN) em casa de
vegetacdo e a eficiéncia na solubilizag¢do de fosfatos insoluveis ligados a calcio
(CaHPO,), aluminio (AlH¢O,P;) e ferro (FePO4.2H,0) em meio sélido e
liquido. Os isolados que se destacaram na solubiliza¢do destas fontes de fosfatos
foram avaliados também quanto a produgdo dos acidos orgénicos: citrico,
gluconico, latico, oxalico, propidnico e succinico. Verificou-se que as
comunidades de bactérias isoladas de nodulos de feijao caupi dos dois solos sdo
distintas e apresentam grande variabilidade na eficiéncia dos processos de FBN
e solubiliza¢do de fosfatos insoluveis. A inoculagdo com os isolados L14, P6,
P10, P20, P31 e P40 proporcionou maior crescimento das plantas, maior
nutrigdo de nitrogénio e boa nodulacdo quando comparadas com as estirpes
aprovadas pelo MAPA e com o controle nitrogenado. Maior nimero de isolados
solubilizaram fosfatos insoluveis em meio liquido em relagdo ao meio sélido, e
sua capacidade de solubilizagdo decresceu na seguinte ordem: P-Ca > P-Fe > P-
Al. A solubilizacio de P-Ca e P-Fe, pelos isolados, foi relacionada com a
diminui¢do do pH no meio liquido. Os isolados P31 ¢ P40 se destacaram na

'Comité Orientador: Claudio Roberto Fonséca Sousa Soares - UFLA
(Orientador), Fatima Maria de Souza Moreira - UFLA (Co-Orientadora).



solubilizagdo de P-Ca, enquanto os isolados P22 ¢ P29 na solubilizacao de P-Al
e os isolados P28 e P39 na solubilizagdo de P-Fe, juntamente com estes se
encontra a estirpe LMG1222 que também apresentou alta solubilizagdo nas
diferentes fontes de fosfatos. Os principais acidos organicos produzidos por
isolados selecionados foram o propionico, latico + succinico, gluconico, oxalico
e citrico. No entanto n3o houve correlagdo quantitativa desses com a
solubilizagdo de fosfatos. A maioria dos acidos organicos produzidos por
isolados com capacidade solubilizadora de P-Ca atuaram acidificando o meio de
cultura, enquanto no meio com P-Fe todos atuaram quelando o ion Fe’*. Desta
forma, os bons desempenhos apresentados por alguns isolados nos experimentos
avaliados os tornam promissores para futuros testes de eficiéncia agronémica em
feijao caupi.

Palavras chaves: diversidade fenotipica, fosfatos inorganicos insolaveis,
bactérias solubilizadoras de fosfatos, acidos organicos.
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ABSTRACT

MARRA, Leandro Marciano. Biological nitrogen fixation and phosphate
solubilization by bacteria isolated from cowpea nodules [Vigna unguiculata
(L) Walp.]. 2009. 87p. Dissertation (Master Program in Soils Science) -
Federal University of Lavras, Lavras, MG'.

The biological nitrogen fixation and solubilization of insoluble inorganic
phosphates are processes mediated by soil microorganisms which can increase
crop productivity. The objective of this study was to isolate and select bacteria
nodulating cowpea and efficient in biological nitrogen fixation and
solubilization of insoluble phosphates and, to identify and quantify the organic
acids produced, possibly related to the solubilizing capacity. These bacteria were
isolated from two soils containing high concentrations of insoluble P, from the
cities of Lavras and Patos de Minas, by using cowpea [Vigna unguiculata (L.)
Walp.] as trap species. 78 isolates were obtained which were characterized
according to their cultural characteristics in the 79 culture medium together with
strains UFLA 03-84, INPA 03-11B and BR3267 (approved by the Ministério da
Agricultura Pecuéria e Abastecimento — MAPA, for the production of cowpea
inoculants) and also strain Burkholderia cepacia LMG1222, used as positive
control in the solubilization of phosphates. To symbiotic efficiency (biological
nitrogen fixation - BNF) was evaluated in the greenhouse and efficiency in the
solubilization of insoluble phosphates linked to calcium (CaHPO,), aluminum
(AlHO,P5) and iron (FePO4.2H,0) on solid and liquid media. Strains with high
efficiency in phosphate solubilization were also evaluated regarding the
production of organic acids: citric, gluconic, lactic, oxalic, propionic and
succinic. It was found that communities of bacteria isolated from cowpea
nodules in the two soils are different and showed great variability in the
efficiency of BNF and solubilization of insoluble inorganic phosphates. The
inoculation with isolates L14, P6, P10, P20, P31 and P40 provided greater plant
growth, higher nitrogen nutrition and good nodulation compared to the strains
approved by MAPA and to the nitrogen control. Larger numbers of isolates
solubilized phosphates in liquid than in solid medium and their solubilization
capacity decreased in the following order: Ca-P > Fe-P > AIl-P. The
solubilization of Ca-P and Fe-P was related to the pH decrease in liquid
medium. Isolates P31 and P40 stand out in the solubilization of P-Ca, while the
isolates P22 and P29 in the solubilization of Al-P and isolates P28 and P39 in
solubilization of Fe-P, together with these is the strain LMG1222, which also

'Guidance comittee: Claudio Roberto Fonséca Sousa Soares - UFLA (Advisor),
Fatima Maria de Souza Moreira - UFLA (Co-advisor).
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showed high solubility in the various sources of phosphates. The main organic
acids produced by the isolates were propionic, succinic + lactic, gluconic, oxalic
and citric. However there was no quantitative correlation of these with the
solubilization of phosphates. Most organic acids produced by isolates capable of
solubilizing Ca-P acted acidifying the culture medium, while in medium with
Fe-P all isolates quelated the Fe’" ion. So the good performance shown by some
isolates evaluated in the experiments make them promising for future
experiments on agronomic efficiency in cowpea.

Key words: phenotypic diversity, insoluble inorganic phosphates, phosphate
solubilizing bacteria, organic acids.
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1 INTRODUCAO

Depois do nitrogénio (N), o fosforo (P) € o nutriente que mais limita o
crescimento das plantas e microrganismos. Na maioria dos solos este elemento
encontra-se em baixa disponibilidade, sendo necessaria a aplicacdo de altas
dosagens de adubos fosfatados para a obtencdo de altas produtividades,
tornando-se assim, um dos fatores mais limitantes a produtividade vegetal. Essa
baixa disponibilidade ¢ devida tanto a sua deficiéncia generalizada em solos
tropicais quanto a sua imobilizagdo em decorréncia das fortes interagdes que
apresenta com os constituintes destes solos, formando fosfatos insoluveis de
calcio (Ca), aluminio (Al) e ferro (Fe). Fosfatos inorganicos insoliveis em solos
alcalinos estdo associados a compostos de Ca, enquanto que em solos acidos
estdo associados a compostos de Al e Fe (Raij, 1991). Dessa forma, a
solubilizagdo de fosfatos inorganicos insoliveis € uma importante estratégia para
aumentar a disponibilidade deste no solo.

Uma das alternativas que possibilita a melhoria na eficiéncia de uso das
fontes de fosforo presente nos solos € o uso de microrganismos solubilizadores.
Desde o final da década de 40, Gerretsen (1948) ja demonstrava que algumas
bactérias rizosféricas sdo capazes de solubilizar fosfato de rocha, resultando
assim, em melhor desenvolvimento das plantas. Essa capacidade de
solubilizagdo de fosfatos insoltiveis existe até mesmo entre os fitossimbiontes,
sendo o rizobio uma das espécies com maior potencial de solubilizagdo
(Rodriguez & Fraga, 1999). O principal mecanismo de solubilizacdo de fosfatos
utilizado pelos microrganismos tem sido atribuido a habilidade destes em
diminuir o pH ao seu redor, principalmente, pela producdo de acidos organicos.
Entretanto, pouco se sabe sobre os mecanismos de solubilizacdo empregados
principalmente, por bactérias da familia Rhizobiaceae (Halder et al., 1990, 1991,

1992; Halder & Chakrabarty, 1993) e poucos sdo os trabalhos que abordam a



identificagdo e quantificacdo de acidos organicos na solubilizagdo de fosfatos
insolaveis, e quando ha sdo a maioria para P-Ca.

Nesse contexto, a utilizagdo da simbiose leguminosa-rizébio ¢ um
processo chave para o manejo agricola sustentavel, a fim de proporcionar as
plantas menor dependéncia da aplicacao de fertilizantes quimicos, pois além da
capacidade de fixar nitrogénio atmosférico, alguns isolados sdo capazes de
solubilizar fosfatos pouco soluveis, favorecendo assim, o crescimento vegetal.

Sendo assim, ¢ importante a sele¢do de estirpes que, além de eficientes
no processo de fixagdo bioldgica de nitrogénio atmosférico, sejam capazes de
solubilizar fosfatos insoliveis, podendo reduzir custos, aumentando a
produtividade e a lucratividade das culturas. Portanto, os objetivos do presente
trabalho foram isolar e selecionar bactérias noduliferas em caupi eficientes na
fixagdo bioldgica de nitrogénio e na solubilizacdo de fosfatos insoluveis, e
identificar e quantificar os 4cidos organicos produzidos possivelmente

relacionados a capacidade solubilizadora.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importéancia da fixacéo biol6gica de nitrogénio e do feijao caupi

O nitrogénio ¢ um elemento essencial para todas as formas de vida. Nos
vegetais o N ¢ constituinte de varios compostos como os aminoacidos, acidos
nucléicos, clorofila, proteinas e enzimas. Assim, as principais reagdes
bioquimicas em plantas e microrganismos envolvem a presenca do N, o que o
torna um dos elementos absorvidos em maiores quantidades pelas plantas. Por
estas razdes, torna-se um insumo empregado em grandes quantidades na
agricultura moderna na forma de fertilizantes, o que na maior parte das culturas
representa o nutriente com maior custo na fertilizagao das lavouras.

De todos os elementos que circulam no sistema solo-planta-atmosfera, o
N € o que sofre maior nimero de transformagdes bioquimicas no solo (Moreira
& Siqueira, 2006), uma vez que este ambiente ¢ dindmico e abriga processos
importantes mediados por microrganismos, destacando-se a ciclagem de
nutrientes (Bending et al., 2004). A fixag@o biologica de nitrogénio atmosférico
(FBN) ¢ um processo importante por aumentar o teor de nitrogénio no solo.
Estima-se que a FBN contribui com 139 milhdes de toneladas de nitrogénio por
ano em sistemas terrestres (Moreira & Siqueira, 2006). Uma tecnologia ja bem
desenvolvida e utilizada no Brasil é o uso de inoculantes bacterianos como 85%
da fonte de fertilizante nitrogenado na cultura da soja (Lopes, 2007),
destacando-se por ser um recurso natural e renovavel, de baixo custo ¢ sem
impacto ambiental, gerando economia estimada de 3,2 Tg ano de N para o pais
(Filoso et al., 2006).

A FBN ¢ mediada por uma parcela de procariotos (bactérias) que
possuem um complexo enzimdatico chamado nitrogenase. Estas bactérias s@o
encontradas no solo e podem invadir (penetrar) os tecidos radiculares e ou

caulinares de plantas leguminosas, provocando hipertrofia (nédulos) nestes



tecidos. Estas bactérias podem ser nomeadas de bactérias fixadoras de nitrogénio
noduliferas em leguminosa (BFNNL). Nos nddulos, as BFNNL se diferenciam
em bacteroides e conseguem reduzir o N,, transformando-o em NHj, o qual é
disponibilizado para a espécie leguminosa. Esta, por sua vez, disponibiliza
fontes de energia e carbono para as bactérias, formando a simbiose, onde os dois
organismos se beneficiam (Moreira & Siqueira, 2006).

As leguminosas possuem o mecanismo simbidtico mais sofisticado e
eficiente entre as associagdes de plantas com bactérias fixadoras de nitrogénio.
A maioria das espécies de importincia econdomica ¢ capaz de nodular e fixar
nitrogénio atmosférico em condi¢des minimas de nitrogénio no solo. A taxa de
fixagdo varia com a espécie, mas é geralmente limitada pelas condigdes abidticas
do solo, como acidez e Al" téxico (Duguma et al., 1988; Hungria & Vargas,
2000), temperatura, umidade e concentragdo de metais pesados (Moreira, 2008).

Dentre as leguminosas, destaca-se o feijdo caupi [Vigna unguiculata (L.)
Walp.] que é uma planta pertencente a subfamilia Papilionoideae. Originario da
Africa, sendo introduzido no Brasil no século XVII pelos portugueses
colonizadores e seus escravos africanos, o feijao caupi ¢ uma cultura importante
em diversas regides tropicais e subtropicais, onde ¢ utilizado, principalmente,
como alimento basico de elevado valor protéico pelas populagdes menos
favorecidas. Trata-se de uma espécie bem adaptada as condi¢des brasileiras de
clima e solo, dotada de grande rusticidade que lhe confere tolerancia tanto a seca
como a umidade excessiva e capacidade de se desenvolver razoavelmente em
areas de baixa fertilidade (Oliveira & Carvalho, 1988).

E considerada uma leguminosa promiscua, pois pode associar-se com
diversos géneros de rizobio para obter nitrogénio por simbiose (Lewin et al.,
1987; Soares et al., 2006), possuindo as estirpes UFLA 03-84, INPA 03-11B e
BR3267, recomendadas com inoculante pela RELARE (Rede de Laboratorios

para Recomendagdo, Padronizagdo e Difusdo de Tecnologia de Inoculantes



Microbiologicos de Interesse Agricola) e autorizada pelo MAPA (Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento) para produgdo de inoculante. Esta
associa¢do pode contribuir com valores entre 40 a 90% do total de nitrogénio
acumulado pela cultura (Rumjanek et al., 2005). Portanto, ¢ utilizada com

sucesso como planta isca na obtencdo de BFNNL.

2.2 Avaliacao da diversidade de BFNNL

A avaliagdo da diversidade de bactérias ¢ realizada por diversas técnicas
baseadas em caracteristicas fenotipicas e genotipicas. Alguns exemplos de
técnicas que podem ser utilizadas para a caracterizagdo e para a avaliacdo da
diversidade de microrganismos sdo a avaliagdo das caracteristicas culturais,
avaliacdo de perfis de proteina total por eletroforese em gel de poliacrilamida -
SDS-PAGE (Sodium Dodecil Sulphate — Poliacrylamide Gel Eletrophoresis),
diversidade e filogenia dos genes nodC e nifH, composi¢do celular de acidos
graxos, polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD), amplificagdo de
elementos repetitivos do genoma (rep-PCR), polimorfismo no comprimento de
fragmentos de restrigdo (RFLP), hibridizagdo DNA-DNA, entre outros (Harrison
et al., 1992; Moreira et al., 1993; Pereira, 2000; Moreira & Siqueira, 2006).

Apesar destas sofisticadas técnicas moleculares, a utilizagdo de
caracteristicas culturais para identificacdo dos isolados ainda ¢é til,
principalmente em paises que nao possuem condi¢des de utilizar tecnologias de
alto custo. Dentre as caracteristicas culturais que podem ser avaliadas citam-se a
producdo de exopolissacarideos, o tamanho, o formato, a cor e o tempo de
formagdo de colonias isoladas, a alteracdo do pH do meio de cultura e a taxa de
crescimento (Vincent, 1970; Moreira et al., 1993).

Por meio destas caracteristicas, os géneros de rizobio descritos até o
momento podem ser diferenciados com base em caracteristicas culturais e

morfologicas em meio de cultura 79 (Fred & Waksman, 1928), conforme



abordado por Moreira (1991) e Moreira & Siqueira (2006). Jesus et al. (2005)
utilizaram com sucesso as caracteristicas culturais na diferenciacdo de isolados
de bactérias fixadoras de nitrogénio provenientes de trés sistemas de uso da
terra, na regido do Alto Solimdes, localizadas no estado do Amazonas.

Muitas destas caracteristicas fenotipicas sdo estudadas com o objetivo
ndo somente de caracterizagdo, mas de verificar a provavel adaptabilidade
ecologica dos diferentes isolados as condigdes ambientais prevalentes no
ecossistema para o qual se procede a selecdo do rizobio-inoculante (Chagas-
Janior, 2007). Além disso, algumas dessas caracteristicas, tal como producao de
exopolissacarideos (Yi et al., 2008) e alteragdo do pH do meio de cultura
(Sperber, 1958) podem ser empregadas para diferenciar isolados que possuem
capacidade de solubilizar fosfatos inorganicos insoliveis. Portanto, estas
analises de agrupamento por meio das caracteristicas culturais sdo importantes

na diferenciagdo destes isolados.

2.3 Fésforo e microrganismos solubilizadores de fosfatos

O fosforo ¢ um elemento importante a todas as formas de vida por
compor biomoléculas como 4acidos nucléicos, adenosina tri-fosfato (ATP),
coenzimas, fosfoproteinas e fosfolipideos, além de ser crucial no metabolismo
das plantas, desempenhando papel importante na transferéncia de energia da
célula, na respiracdo e na fotossintese (Raghothama, 1999; Grant et al., 2001).
Nos humanos, este nutriente é responsavel por 20% dos minerais do corpo
(Stauffer & Sulewsku, 2004).

Dentre os varios nutrientes que as plantas precisam para a produgdo, o
fosforo ¢ o mais limitante nos solos tropicais e sub-tropicais, devido a sua
dindmica, tornando limitada a produtividade vegetal nestes solos (Malavolta,

1976; Raij, 1991; Novais & Smith, 1999; Novais et al., 2007).



O Brasil possui a maior area de terras agricultaveis do mundo, mas esta
¢ dominada por solos de baixa fertilidade que requerem a aplicacdo de grandes
quantidades de corretivos e fertilizantes, destacando-se os fosfaticos. As culturas
brasileiras apresentam excelentes respostas a fosforo, que se tornou um insumo
essencial para o agronegécio brasileiro, especialmente nas novas fronteiras do
cerrado, onde mais de 90% dos solos apresentam extrema deficiéncia em P, com
menos de 2 mg kg de P extraido por Mehlich-1 (Lopes, 1989). A demanda
brasileira por este recurso ¢ muito expressiva e crescente e tem sido atendida em
sua grande maioria empregando matéria prima importada. Portanto, o P ¢ um
recurso estratégico para o pais, pois sem este nossa produgdo fica comprometida.

Segundo Lopes et al. (2004) as reservas mundiais de rochas fosfaticas
para a producdo de fertilizantes sdo adequadas para os proximos 120 anos,
considerando os padrdes e processos de transformacdes atuais. Por isso, ¢é
necessario dar prioridade a pesquisas que possam aumentar a eficiéncia de
utilizagdo de P pelas plantas cultivadas, contribuindo assim, para aumentar a
vida util das jazidas de rochas fosfaticas em exploracdo, lembrando que este
elemento ndo tem sucedaneo e ¢ finito.

O balango de nutrientes na agricultura brasileira feita por Malavolta
(2002) mostra que o N apresenta déficit de 2,6 milhdes de toneladas ano™ e o
potassio (K) apresenta déficit de 1,2 milhdes de toneladas ano”, ambos
considerados altos, mas para o P ha um balango positivo de 0,59 milhdes de
toneladas ano™', indicando grande reteng@o no solo. De fato, a quantidade de P
em diferentes fracdes em solos brasileiros cultivados por mais de 10 anos
aumentou em média 2,8 vezes para fosfato de aluminio, 2,3 vezes para fosfato
de ferro e praticamente sem alteracdo para fosfato de calcio (Motta et al., 2002).
A maior parte do P aplicado ao solo fica retida em suas particulas, acumulando-
se, com o tempo, na forma de fosfato inorganico insolivel, que sdo estaveis e

podem ser determinado por fracionamento quimico (Chang & Jackson, 1957),



com a predominancia de fosfato de ferro > fosfato de aluminio > fosfato de
calcio para a maioria dos solos. Estas formas sdo muito estaveis ¢ de baixa
reversibilidade, ndo sendo aproveitaveis pelas plantas. Além disso, a
solubilidade destas formas diminui com suas respectivas idades (Raij, 2004).
Goldstein et al. (1993) estimam que a quantidade de P acumulada nos solos
agricolas seria suficiente para sustentar a produ¢@o agricola mundial por cerca
de 100 anos sem a adi¢do do P extra, se o P retido ja aplicado nos solos pudesse
ser aproveitado pelas culturas.

Varios grupos importantes da comunidade microbiana edafica ou da
rizosfera possui a habilidade de solubilizar fosfatos inorganicos insoluveis, por
meio de mecanismos diversos (Gerretsen, 1948; Sperber, 1957, 1958; Paul &
Sundara-Rao, 1971; Sylvester-Bradley et al., 1982; Gyaneshwar et al., 1998;
Rashid et al., 2004), tornando a solubilizacdo de diferentes fontes de fosforo
insoluveis (ortofosfatos, hidroxiapatita, variscita, estrengita e etc) uma das
principais alternativas sustentaveis para aumentar a quantidade deste nutriente
disponiveis as plantas (Ralston & McBride, 1976; Laheurte & Berthelin, 1988;
Chabot et al., 1993, 1996, 1998; Antoun et al., 1998; Kim et al., 1998; Pal, 1998;
Gyaneshwar et al., 2002; Souchie et al., 2005b; Richa et al., 2007). Gerretsen
(1948) conseguiu demonstrar que a atividade microbiana na rizosfera pode
dissolver o fosforo inorganico insolivel e promover o crescimento de plantas.

Essa capacidade solubilizadora existe at¢é mesmo entre os
fitossimbiontes, como rizobio (Allorrhizobium, Bradyrhizobium,
Mesorhizobium, Rhizobium, e Sinorhizobium) e fungos micorrizicos (ecto e
endomicorrizicos) (Halder et al., 1990; Surange & Kumar, 1993; Seshadri et al.,
2000; Peix et al., 2001; Rodriguez et al., 2004; Siqueira et al., 2004; Alikani et
al., 2006; Daimon et al., 2006; Rivas et al., 2006; Sridevi et al., 2007), sendo que

Rodriguez & Fraga (1999) destacam o Rhizobium, juntamente com



Pseudomonas e Bacillus, como as espécies com maiores potencial de
solubilizagdo.

Além da capacidade de fixar nitrogénio contribuindo para o balango
desse nutriente nos ecossistemas, quando em simbiose com espécies da familia
Leguminosae, os isolados de rizobio também solubilizam fosfatos inorgéanicos
insoluveis, disponibilizando o fosforo para as plantas, tornando assim, uma
alternativa de uso n3o somente em leguminosas (Rivas et al., 2006), mas
também em espécies de outras familias como, por exemplo, nas Brassicaceae
(Antoun et al., 1998; Elvia et al., 2008) ¢ Gramineae (Chabot et al., 1993, 1996;
Peix et al., 2001; Selvakumar et al., 2008).

Alguns trabalhos tém demonstrado que a inoculagdo de Rhizobium
promove a solubilizagcdo de fésforo do solo aumentando a produgdo de espécies
nao leguminosas como milho e alface (Chabot et al., 1993, 1996). Neste
experimento, foi observado que a solubilizagdo parece ser um mecanismo
importante para a promoc¢do de crescimento da planta em um solo
moderadamente fértil e em outro muito fértil, por causa do aumento da
disponibilidade do nutriente. Peix et al. (2001) também demonstraram que
isolados de Mesorhizobium mediterraneum promoveu o crescimento,
aumentando a producdo de matéria seca, a absor¢do de nitrogénio, fosforo,
potassio, magnésio e calcio em espécies leguminosas como o grao-de-bico
(Cicer arietinum) e ndo leguminosas como a cevada (Hordeum vulgare). Em
ambos os estudos, os isolados foram eficientes na promogao de crescimento por
meio da solubilizacdo de fosfatos insoluveis, ainda que bactérias desse grupo
sejam estudadas como fixadoras simbioticas de nitrogénio em leguminosas.

Microrganismos com capacidade de solubilizar diferentes formas de
fosfatos t€ém maior potencial para o aproveitamento do P presente na fase solida

do solo, constituindo-se em alternativa viavel para inoculagdo de plantas.



A eficiéncia da inoculagdo varia com o tipo de solo, cultivares
envolvidas, microrganismos utilizados, fatores ambientais, dentre outros.
Entretanto, o conteido de fésforo no solo € provavelmente um dos fatores
cruciais para determinar a eficacia do produto (Nahas, 1999). Por sua vez, as
espécies vegetais, por meio de efeito rizosférico diferenciado, também
influenciam e favorecem as populacdes de solubilizadores e, assim, estas podem
contribuir de maneira mais significativa para a nutrigdo vegetal (Moreira &
Siqueira, 2006). Segundo Sylvester-Bradley et al. (1982), na rizosfera de
gramineas como Brachiaria decumbens e Hyparrhenia rufa é encontrada menor
incidéncia de solubilizadores, enquanto nas leguminosas Zornia sp. e
Desmodium ovalifolium, encontraram-se as maiores incidéncias.

A inoculacdo pode introduzir altera¢des nas populagdes do solo que
podem aumentar a disponibilidade de nutrientes e consequentemente o
crescimento e rendimento das plantas. No entanto, para a maximizagdo do
processo de solubilizagdo, ainda ha a necessidade de um melhor conhecimento
destes microrganismos ¢ dos mecanismos utilizados na solubilizagdo, uma vez

que este processo nao ¢ explorado mesmo em pequena escala.

2.4 Mecanismos de solubilizacéo de fosfatos

A capacidade dos microrganismos solubilizar fosfatos inorganicos
insoluveis tem sido atribuida a capacidade destes em reduzir o pH ao seu redor.
Segundo Stumm & Morgan (1995) e Whitelaw (2000) o abaixamento do pH
promove uma maior solubiliza¢do de fosfatos inorganicos insoluveis tais como
CaHPO,, AIPO, e FePO,.

Neste contexto, tém-se duas teorias sobre os mecanismos de
solubilizagdo: a teoria da producdo de acidos organicos (Sperber, 1957, 1958;

Duff & Webley, 1959; Taha et al., 1969; Halder et al., 1990; Cunningham &
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Kuiack, 1992; Hariprasad & Niranjana 2009), e a teoria da extrusdo de prétons
(H") (Ilmer & Schinner, 1992; Illmer et al., 1995).

A teoria dos acidos orgénicos ¢ frequentemente, a mais aceita e estudada
pelos pesquisadores. Nesta teoria as fontes de fosfatos inorganicos insoluveis
sdo solubilizadas pelos microrganismos solubilizadores de fosfato (MSF) por
meio da produgdo de acidos organicos que tanto podem diminuir o valor do pH
quanto atuar como agentes quelantes dos metais acompanhante do ion fosfato
(Ca, Al e Fe) (Bolan et al., 1994; Nahas, 1999; Lin et al., 2006) Assim, o fosfato
inorganico insoluvel é convertido a fosfatos soluveis (H,PO,” e HPO,™), os quais
se tornam disponiveis para as plantas.

Nesta teoria a oxidagdo da glicose, por meio da enzima glicose
desidrogenase (GDH), a 4cido glucénico, que por agdo da enzima acido
gluconico desidrogenase (GADH) ¢ oxidada a acido 2-cetogluconico, resultando
na acidificagdo da regido ao redor da célula, forma o metabolismo basico e
eficiente de solubilizacdo de fosfatos para algumas bactérias Gram negativas
(Kpomblekou-A & Tabatabai, 1994; Babu-Khan et al., 1995; Rodriguez &
Fraga, 1999; Kim et al., 2003; Song et al., 2008). Lin et al. (2006), estudando a
influéncia dos protons (H') liberados na oxidagdio do 4cido gluconico,
demonstraram claramente que a concentragdo de protons em solu¢do € um dos
fatores mais importantes na solubiliza¢do de fosfatos por Burkholderia cepacia.
Portanto, a solubilizagdo de fosfatos por meio da oxidagdo dos acidos organicos,
e consequente diminui¢do do pH, requer um suprimento adequado de H'.

Viarios acidos organicos sdo produzidos por MSF (Tabela 1). Um acido
identificado em estirpes de Rhizobium leguminosarum bv viceae, que apresentou
capacidade de solubilizagdo entre 47 e 52% de fosfato de rocha em meio de
cultura extrato de levedura glicose (AYG), apds trés dias de incubagdo, foi o
acido 2-cetogluconico (Halder et al., 1990). Alikhani et al. (2006), trabalhando

com isolados de rizébio, apds 15 dias de incubagdo em meio Sperber (1958)
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TABELA 1 Acidos organicos produzidos por microrganismos solubilizadores de

fosfatos (MSF).

MSF Acidos Organicos'” Referéncia
Aspergillus niger O+C+G Illmer et al. (1995)
Aspergillus niger O+C+G+Gl+S  Sperber (1958)

Aspergillus sp G+M+0+C Chuang et al. (2007)
AZOSp?ri”um b_rasilense, G Rodriguez et al. (2004)
Azospirillum lipoferum

Azotobacter sp G+0O Hariprasad & Niranjana (2009)
Azotobacter sp O+G+ S+T+F+L Yietal. (2008)

Bacillus megaterium L + Mal Taha et al. (1969)

Bacillus megaterium P+C+L Chen et al. (2006)

Bacillus subitilis Ib+G Hariprasad & Niranjana (2009)
Bacillus atrophaeus Ib+P+S Vazquez et al. (2000)
Burkholderia cepacia G +2KTG ggoeg)al. (2006) ¢ Song et al.
Enterobacter intermedium G +2KTG Kim et al. (2003)
Citrobacter sp G+A Patel et al. (2008)
Enterobacter intermedium G+ 2KTG Hwangbo et al. (2003)
Enterobacter sp O+C+M+S+T+F Yietal (2008)

Penicillium sp L+Gl Sperber (1958)
Pseudomonas cepacia G Babu-Khan et al. (1995)
Pseudomonas corrugata 2 KTG Trivedi & Sa (2008)
Pseudomonas sp C+G Taha et al. (1969)

Rhizobium leguminosarum 2 KTG Halder et al. (1990)
Rodococcus erythropolis G+C Chen et al. (2006)

Serratia marcescens G+C+S+L Chen et al. (2006)

Ma = acético, C = citrico, 2KTG = 2-cetogluconico, F = fumarico, Gl = glicélico, G =
glucdnico, Ib = Isobutirico, L = latico, Mal = maléico, M = malico, O = oxalico, P =
propidnico, S = Succinico, T = tartarico.

demonstraram uma capacidade de solubilizagdo de Ca3(PO,),, por Rhizobium

leguminosarum bv viceae na ordem de 39,4%, Sinorhizobium meliloti na ordem

de 22,5%, Mesorhizobium ciceri e M. mediterraneum na ordem de 20,4% e

12



Rhizobium leguminosarum bv phaseoli na ordem de 17,7%, todos apresentando
diminuicao de pH.

A quelagdo pelos acidos orgénicos ocorre pela via oxigenada, contendo
grupos hidroxilicos e carboxilicos (Whitelaw, 2000). Esta quelacdo envolve a
molécula ligante (4cido organico) e o metal acompanhante do ion fosfato,
resultando na formagdo de uma estrutura complexa, sendo que o grau de
complexagdo depende da molécula de acido organico envolvida (nimero de
grupos caboxilicos), da concentracdo desta ¢ do pH da solu¢do do solo (Jones,
1998). Acidos organicos com apenas um grupo caboxilico (latico, gluconico,
propidnico, fumarico, acético) possuem baixa habilidade de complexagao, ja os
que tém dois ou mais grupos (malico, oxalico, tartarico, succinico, citrico)
apresentam uma maior habilidade de complexagdo (Kpomblekou-A &
Tabatabai, 2003). A constante de estabilidade do 4cido-metal envolvidos, como
demonstrado por Jones (1998), também interfere neste processo, onde os acidos
citrico, malico e oxalico apresentam alta afinidade pelos metais trivalentes Fe’" e
AT*. Johnson & Loeppert (2006), estudando a influéncia de 4cidos organicos na
solubilizagdo de fosforo ligados a 6xidos de ferro, verificaram que os acidos
citrico e malico foram os mais eficazes. Ja Essington et al. (2005), estudando a
influéncia dos acidos 2-cetogluconico e citrico na solubilidade dos minerais
gibbsita e goethita, verificaram a especial importancia destes, no ciclo do
fosforo, onde eles aumentaram a solubilidade do fosfato.

Além de complexar os cations ligados ao fosfato, resultando na
liberagdo de P, os grupos carboxilicos também competem com o anion de P
pelos sitios de adsor¢do, diminuindo assim, a fixagdo do P nas particulas do
solo, o que aumenta sua disponibilidade para as plantas.

Alguns autores (Halder et al., 1990; Hwangbo et al., 2003; Chuang et al.,
2007) demonstraram que a quantidade de P solubilizada por diferentes

microrganismos foi equivalente a produgdo de acidos orgéanicos no meio de
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cultura. Entretanto, para Illmer et al. (1995) ndo existe uma correlagdo linear e
positiva da solubilizacdo de fosfato com a quantidade de acido produzido. Foi
neste contexto que estes autores propuseram a teoria da extrusdo de prétons
(H"), uma vez que, apenas a producdo de 4cidos organicos ndo seria o unico
mecanismo de solubilizacdo de fosfatos inorganicos insoluveis. Eles observaram
que a solubilizagdo também ¢é dependente dos mecanismos que envolvem o
crescimento microbiano e que favorecem a extrusio de protons (H") resultantes
da assimilacio de NH," ou pelo mecanismo de translocagio do H' pela ATPase
no processo de produgdo de energia pela hidrélise do ATP.

Illmer & Schinner (1992), avaliando a solubilizagdo de CasOH(PO,);
por Pseudomonas sp. ¢ Penicillium aurantiogriseum, observaram que houve
solubilizagdo sem, necessariamente, haver produc¢do de acidos orgénicos. A
liberagio de H" acompanhada da absor¢io de NH," estaria relacionada com a
solubilizagdo de fosfatos inorgénicos insoltveis (Illmer et al., 1995; Xie, 2008).
Varios trabalhos tém demonstrado que a quantidade de fosforo solubilizado em
meio com amoénio ¢ maior do que em meio com nitrato (Asea et al., 1988;
Nautiyal, 1999; Sridevi et al., 2007; Sharan et al., 2008).

Outros mecanismos devem existir, visto que correlagdes negativas
significativas entre pH e P solivel ndo foram encontradas por alguns autores
(Nahas, 1996; Chaiharn & Lumyong, 2009; Jha et al., 2009), evidenciando
assim, que pode ocorrer solubilizacdo sem, necessariamente, haver diminuicao
de pH.

Portanto, independente do mecanismo utilizado, pode-se presumir que
um balango entre os ions secretados e absorvidos deve prevalecer a fim de
adequar o metabolismo interno microbiano a um equilibrio i6nico (Nahas,

1999).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem do solo e captura de bactérias que nodulam leguminosas
por meio de planta isca

As amostras de solos foram coletadas na cidade de Lavras — MG, nas
coordenadas: S 21° 137 43,6"" ¢ W 44° 58" 19,4"", e na cidade de Patos de Minas —
MG, nas coordenadas: S 18° 35" 52,777 ¢ W 46° 29" 10,8, onde estes sdo
classificados como Latossolo Vermelho distroférrico (Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria - Embrapa, 2006). Em Lavras as amostras foram
coletadas em uma area sob floresta tropical subperenifdlia sendo seu material de
origem produto da alteragdo do gabro (LVdfg), o qual apresenta contetido de P-
ataque sulfiirico no valor de 210,0 mg kg, apresentando as principais fragdes
de P ligado a Fe e Al. Ja em Patos de Minas as amostras foram coletadas em
uma area sob floresta tropical subcaducifélia sendo seu material de origem
produto da alteragdo de tufito (LVdft) o qual, por sua vez, apresenta contetido de
P-ataque sulfarico no valor de 3569,0 mg kg™ sendo as principais fragdes de P
ligado a Fe, Al e Ca. Na Tabela 2 encontram-se os atributos quimicos, fisicos e

mineralogicos destes solos.

TABELA 2 Atributos quimicos, fisicos e mineralogicos dos solos.

Atributos LVdfg — Lavras LVdft — Patos de Minas

pH H,0 4.4 4,9
P (mg dm™) Mehlich-1 0,8 80,3
P (mg dm™) Resina 9,8 88,5
P (mg dm™) Remanescente 5,1 2,4
P-ataque sulfiirico (mg dm™)* 210,0 3569,0

P-Fe 66 839

P-Al 35 703
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...continua...

TABELA 2, Cont.

P-Ca 6 283
P-Ca / (P-Al + P-Fe) 0,06 0,18
S (mg dm™) 13,7 23,4
K (mg dm™) 41,8 53,2
Ca*" (cmol, dm™) 0,1 0,5
Mg** (cmol, dm™) 0,1 0,4
AP* (cmol, dm™) 1,5 0,8
H + Al (cmol, dm™) 11,6 10,3
SB (cmol,dm™) 0,3 1,0
CTC, (cmol, dm™) 1,8 1,8
CTC, (cmol, dm™) 11,9 11,3
V % 2,6 8,8
m % 83 48
MO (dag kg™) 3,8 59
Zn (mg dm™) 0,5 0,7
Fe (mg dm™) 165,4 68,9
Mn (mg dm™) 45 40,5
Cu (mg dm™) 3,0 5.4
Argila (g kg ™) 640 580
Silte (g kg™) 160 240
Areia (g kg™) 200 180
Fe," (g kg)* 2,9 53
Feq@ (g kg")* 87 121
Ct? (g kg hH* 240 0
Gb? (g kg)* 200 260
Fe,/Fey* 0,03 0,04
Gt/Gt + Hm* 0,34 0,09
Gt/Ct + Gb* 0,55 0,00
CMAF® (mg kg)* 1393 3000

K-Fe-Zn-Mn-Cu — Extrator - Mehlich-1. Ca-Mg-Al — Extrator - KCI - 1 mol L. H + Al — Extrator
- SMP. S — Extrator — Fosfato monocalcico em acido acético. SB = Soma de Bases Trocaveis.
CTC, — Capacidade de troca cationica efetiva. CTC, - Capacidade de troca cationica a pH 7,0. V =
Indice de Saturagio de Bases. m = indice de Saturagiio de Aluminio. Mat. Org. (MO) — Oxidagio
Na,Cr,0; 4N + H,S04 10 N. OFerro extraido com oxalato de amodnio; PFerro extraido com

16



ditionito-citrato-bicarbonato; ’Caulinita; “Gibbsita; © )Capacidade maxima de adsor¢do de
fosforo. *Atributos mineraldgicos retirados de Motta et al. (2002).

Foram amostrados aleatoriamente cinco pontos eqiiidistantes dentro de
cada area, sendo que em cada ponto foram coletadas trés amostras simples de
solo, na camada de 0-20 cm, utilizando o trado de rosca, o qual foi limpo com
papel toalha e flambado antes da coleta em cada ponto para evitar contaminagao
microbioldgica. Também foi retirada a serrapilheira de cada ponto para proceder
a coleta. As trés amostras simples foram divididas em amostras compostas
formada por duas simples destinadas a analise microbioldgica (cerca de 300g),
que foram acondicionadas em sacos plasticos estéreis Nasco®, armazenadas em
recipientes de isopor, para conservacao, ¢ levadas para o laboratdrio, no qual
foram conservadas a -4°C até o uso. A outra amostra simples foi utilizada para
realizacdo das andlises quimica e fisica do solo, totalizando cinco amostras por
cidade. Cada amostra foi seca ao ar e passada em peneira de malha de 2 mm,
para obtencdo da terra fina seca ao ar (TFSA). As analises quimicas seguiram os
métodos compilados em Embrapa (1997) e foram realizadas no Laboratério de
Fertilidade do Solo e Nutri¢do de Plantas da Universidade Federal de Lavras.

Para capturar as bactérias fixadoras de nitrogénio noduliferas em caupi
(BFNNC), um experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Laboratdrio
de Microbiologia do Solo no Departamento de Ciéncia do Solo na Universidade
Federal de Lavras, nos meses de dezembro de 2007 a fevereiro de 2008, em
vasos de Leonard (Vincent, 1970). Como planta isca, utilizamos o feijao caupi
[Vigna unguiculata (L.) Walp.] cultivar BR-17 Gurguéia.

A parte superior do vaso continha aproximadamente 500 cm’ da mistura
de areia com vermiculita na proporg¢do de 1:1 (v/v), e a inferior continha solucéo
nutritiva de Hoagland & Arnon (1950), com a seguinte composic¢ao por litro de
solugdo: NH4H,PO; 11,4 mg; KNO; 60,7 mg; Ca(NOs),.4H,O 95,0 mg;
MgS0,.7H,O 500,0 mg; K,SO, 261,3 mg; Ca(H,PO,),.H,O 126,0 mg;
CaS0,4.2H,0 344,0 mg; H,BO; 2,86 mg; MnCL.4H,0 1,81 mg; ZnSO,4.7H,0
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0,22 mg; CuS04.5H,0 0,08 mg; NaMo00,.2H,0 0,023 mg; Fe-EDTA 1 mL,
apresentando baixa concentragio de nitrogénio (21,0 mg L' N), diluida duas
vezes, sem correcdo de pH. Apds o preparo dos vasos e da solugdo nutritiva
estes foram autoclavados por uma hora, & pressdo de 1,5 kg cm™ a 127 °C.

Subamostras de 5 g de solo das amostras compostas foram usadas como
fonte de indculo, estas foram colocadas sobre e no centro da mistura de areia +
vermiculita na parte superior dos vasos. Foram preparados 6 vasos para cada
amostra composta, totalizando 30 vasos para o solo de Lavras e 30 vasos para o
solo de Patos de Minas.

As sementes foram desinfestadas superficialmente com etanol 70% por
30 segundos e hipoclorito de sddio a 2% por 2 minutos. Em seguida as
sementes foram lavadas seis vezes com agua destilada esterilizada.
Posteriormente, foram imersas em agua estéril por 2 horas e colocadas em
placas de petri com algoddo umedecido (autoclavados), por 12 horas em camara
de crescimento a 28 °C. Foram semeadas 4 sementes pré-germinadas por vaso,
visando o imediato contato das raizes das plantas com isolados de BFNNC
presentes no solo indculo. Antes da semeadura, os vasos receberam 5 mL de
agua destilada esterilizada para aumentar a umidade do substrato. Também foi
adicionado, ap6s a semeadura, sobre a superficie do vaso, uma fina camada da
mistura esterilizada de areia (10 kg), cloroférmio (1 L) e parafina (0,03 kg),
com a finalidade de evitar possiveis contaminagdes. No sexto dia apds a
germinacdo, foi realizado o desbaste, deixando-se somente duas plantas por
vaso.

A solugdo nutritiva dos vasos foi periodicamente reposta com solugéo
autoclavada. Aproximadamente 60 dias apds a germinagdo, periodo que ocorreu
o florescimento, as plantas foram seccionadas na base do caule. Foram

selecionados das raizes das plantas, nas quais ocorreu nodulagdo, dois dos
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maiores nodulos com coloragdo intensa avermelhada, indicando a atividade da
FBN, sendo estes imediatamente processados para o isolamento das BENNC.
3.2 Isolamento e caracterizagdo cultural de BFNNC

Para realizar o isolamento das BFNNC, os nddulos selecionados no
experimento anterior passaram por uma desinfestacdo superficial, onde foram,
primeiramente, imersos em alcool etilico 95%, por 30 segundos, com o objetivo
de quebrar a tensdo superficial, imersos posteriormente em peroxido de
hidrogénio (H,0O,), por 1 minuto, para desinfestar a superficie do nodulo, e
depois lavados seis vezes em agua destilada esterilizada. Os nédulos entdo foram
esmagados, com o auxilio de uma pinga devidamente esterilizada, sendo o
conteudo espalhado em forma de estrias compostas para obtencdo de colonias
isoladas em placas contendo o meio de cultura 79 (Fred & Waksman, 1928),
com azul de bromotimol, pH 6,8. De cada nddulo foi obtido um isolado. Apds a
purificacdo dos isolados, estes foram armazenados em tubos rosqueédveis de
plastico com meio 79 sélido a temperatura de -4°C e também em tubos do tipo
“eppendorf” com meio liquido, acrescido de glicerol 20%, & temperatura de -
80°C.

Apo6s o isolamento, os microrganismos foram caracterizados de acordo
com suas caracteristicas culturais em meio de cultura 79 (Fred & Waksman,
1928). Foram avaliadas taxa de crescimento, medida pelo tempo de
aparecimento de colonias isoladas (rapido - 2 a 3 dias; intermediario - 4 a 5 dias;
lento - acima de 5 dias), alteragdo do pH do meio de cultura (acidificagdo,
neutralizagdo e alcalinizagdo), produgdo de goma (polissacarideos
extracelulares; pouca, moderada, abundante), absor¢do de indicador e
caracteristicas das coldnias tais como: tamanho (diametro médio das coldnias),
forma (circular, irregular), borda (inteira, ondulada); elevagdo (lente, convexo,
plana, drop-like), superficie (lisa, rugosa), consisténcia (seca, gomosa, aquosa),

transmissdo de luz (opaco, brilhante) e coloracdo das coldnias, conforme
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metodologia descrita por Moreira (1991) e Jesus et al. (2005). A caracterizagdo
foi realizada assim que se constatou o crescimento da coldnia no meio.

Posteriormente, os isolados foram agrupados com base na caracterizagao
cultural, juntamente com as estirpes aprovadas pelo MAPA como inoculante
para o caupi: UFLA 03-84 (Bradyrhizobium sp.), INPA 03-11B
(Bradyrhizobium elkanii) e BR3267 (Bradyrhizobium japonicum).  Os
dendogramas foram construidos por meio de todas as caracteristicas culturais
juntamente com a confirmag@o da nodulagdo ou ndo no feijao caupi, com base
em sua porcentagem de similaridade realizada pelo método UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Mean), utilizando o
coeficiente de Jacard, com o programa estatistico NTSYS (Numerical
Taxonomicand Multivariate Analysis System, version 2.0 Applied Biostatistics,
New York).

3.3 Autenticacéo e eficiéncia simbidtica dos isolados por meio da inoculacao
no hospedeiro de origem

Para confirmar ou ndo a capacidade nodulifera dos isolados e também
sua eficiéncia simbiotica foi conduzido um experimento, em casa de vegetagao,
no Departamento de Ciéncia do Solo na Universidade Federal de Lavras, nos

meses de maio a julho de 2008, em vasos de Leonard (Vincent, 1970) (Figura 1).
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FIGURA 1 Vista parcial do experimento de autenticacdo e eficiéncia simbidtica.

O delineamento estatistico foi o inteiramente casualizado, com &3
tratamentos e 3 repeti¢cdes. Os tratamentos foram constituidos pelos 78 isolados
obtidos no experimento anterior, juntamente com as trés estirpes referéncias,
UFLA 03-84, INPA 03-11B e BR3267, aprovadas pelo MAPA para a cultura do
feijdo caupi, e dois controles ndo inoculados, um com nitrogénio mineral (210,0
mg L' N) e outro sem nitrogénio mineral (21,0 mg L™ N), este dois tiltimos com
o objetivo de servir de controle a possivel contaminagdo e posterior comparagao
com as plantas inoculadas.

A parte superior do vaso continha 500 cm’ da mistura de areia e
vermiculita na propor¢do 1:2 (v/v), e a inferior continha solu¢do nutritiva de

Hoagland & Arnon (1950), conforme descrita anteriormente, mas diluida 4
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vezes. O preparo dos vasos, das sementes e o desbaste seguiu a mesma
metodologia utilizada no experimento de captura dos isolados.

Os isolados e as estirpes referéncias foram previamente crescidos em
meio 79 (Fred & Waksman, 1928) liquido, num periodo de trés dias sob
agitacdo constante a 28 °C. Em seguida inoculou-se um mililitro do meio
contendo cerca de 1x10® células bacterianas mL"' em cada semente. Nos
controles foi inoculado apenas 1 mL de meio 79 estéril.

A reposig@o de solugdo nos vasos seguiu a seguinte ordem: até¢ 20° dia
foi reposta com solugdo nutritiva estéril, a partir do 21° dia foi reposta um dia
com H,O destilada esterilizada intercalada com soluc¢do nutritiva esteril até o
final do experimento. A temperatura média da casa de vegetacdo foi avaliada
semanalmente, identificando-se a média das minimas de 15 °C e a média das
maximas de 36 °C. A méxima obtida foi 42 °C e a minima 13 °C.

Para relacionar o teor de nitrogénio foliar durante o ciclo da cultura com
o teor foliar final foram realizadas leituras com o clorofilometro (SPAD-502) no
estadios fenologicos R1 (30 dias apds emergéncia - DAE), R2 (40 DAE), R3 (50
DAE), e R4 (60 DAE) (Campos et al., 2000).

As plantas foram colhidas no periodo de floragdo, estadio R6 do ciclo
cultural do feijdo caupi, para avaliar as seguintes variaveis: matéria seca da parte
aérea (MSPA), matéria seca da raiz (MSR), area foliar (AF), determinada em
aparelho medidor de area, modelo LI-3000A (LI-COR, Lincoln, USA), nuimero
de nodulo (NN), matéria seca de nddulos (MSN), teor de nitrogénio (N%),
acumulo de nitrogénio na parte aérea (ANPA) e eficiéncia relativa (ER%). A ER
dos tratamentos de inoculagdo foi calculada em relagdo a produgdo de MSPA
das plantas do tratamento com N mineral por meio da expressdo, ER = (MSPA
tratamento) ™ 100/(MSPA tratamento com N)-

O teor de nitrogénio total foi calculado pelo método semi-microkjedahl,

de acordo com Sarruge & Haag (1979), determinando-se a percentagem de N na
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matéria seca da parte aérea. O nitrogénio acumulado na parte aérea foi calculado
multiplicando-se o peso da matéria seca da parte aérea pelo teor de N.

Nas plantas inoculadas que ao final do experimento apresentaram
formacao de nodulos, foi confirmada a capacidade nodulifera do isolado que foi
inoculado, caso contrario o isolado foi definido como nédo nodulifero em feijao
caupi.

Os resultados do experimento foram submetidos a analise de varidncia,
empregando-se o programa de andlise estatistica Sisvar, versdo 4.6 (Ferreira,
2004). As médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade. Os valores das varidveis NN e MSN foram previamente

transformados pela formula (X+0,5)"".

3.4 Capacidade solubilizadora de fosfatos de calcio, de aluminio e de ferro
em meio de cultura sélido e liquido

Foi conduzido um experimento para verificar a capacidade dos isolados
de solubilizar fontes inorganicas insoluveis de fosfatos como CaHPO, (P-Ca),
AlH¢O1,P; (P-Al) e FePO4.2H,0 (P-Fe), tanto em meio de cultura s6lido quanto
em meio liquido. A capacidade solubilizadora de todos os 78 isolados obtidos,
das trés estirpes recomendadas para o caupi (UFLA 03-84, INPA 0311B e
BR3267) e um controle positivo para solubilizacdo (estirpe LMG1222,
Burkholderia cepacia, Gram-negativa, encontrada no solo, em plantas e
principalmente em seres humanos, fornecida pelo Laboratério de Microbiologia
da Universidade de Ghent - Bélgica) foram avaliadas em meio glicose-extrato de
levedura (GES-modificado) (glicose 10 g L'; extrato de solo 100 mL L';
MgSO0, (10%) 2 mL L. CaCl, (1%) 2 mL L'; NaCl 1 mL L'; solugdo de
micronutriente 2 ml (Ca,M004.2H,0 0,2 g; MnSO4.H,0 0,235 g; H;BO; 0,28 g;
CuS04.5H,0 0,008 g; ZnSO,4.7H,0 0,024 g; dissolvida em 200 mL de agua
destilada); Fe-EDTA (1,64%) 4 mL L; KNO; 0,1 g L™'; meio GES) (Sylvester-
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Bradley et al., 1982) modificado, com 0,3% de extrato de levedura (meio GEL)
(Silva-Filho, 1998) ¢ agar 15 g L' quando meio solido.

Para avaliacdo da capacidade solubilizadora em meio so6lido e liquido
foi realizado um pré-teste para obter a melhor densidade otica (DO) de
inoculacdo dos isolados. Apds determinada esta DO (0,5), os isolados foram
crescidos em meio 79 liquido sem corante e utilizando-se de um
espectrofotometro no comprimento de onda 540 nm fizeram as leituras ao longo
do tempo até atingirem a DO desejada. Posteriormente, aplicamos 20 uL para
formacao da colonia em placas com meio sélido (GES) e 1 mL em frascos de
erlenmeyer (250 mL) com 50 mL de meio liquido, ambos suplementados com o
fosfato de aluminio (AlH¢O1,P3, p.a.), fosfato de ferro (fosfato férrico granulado,
p-a., Merk, FePO4.2H,0), que foi moido e passado em peneira com malha de
0,062 mm, e fosfato de calcio (CaHPO,), os quais foram acrescentados ao meio
GES solido na proporgio de 0,89 mg L™ P e no meio GES liquido na proporgio
de 0,1 g L de P. O fosfato de calcio foi obtido pela adigdo de 1 mL de uma
solugdo de K,HPO, a 5% e 1 mL de uma solugdo de CaCl, a 10% por 10 mL de
meio (autoclavados separadamente) para a produgdo do fosfato inorganico
insolavel, CaHPO, (Sylvester-Bradley et al., 1982). Para o meio contendo P-Al,
ajustou-se o pH para 4,5, enquanto nos meios contendo P-Ca e P-Fe o pH foi
ajustado em 7,0.

O delineamento utilizado para avaliagdo em meio sélido foi inteiramente
casualizado, com 82 tratamentos e trés repetigdes, (3 colonias por placa). Para
avaliacdo da auséncia de contaminagdo mantiveram-se placas de Petri com meio
contendo os trés fosfatos nao inoculados. As placas foram incubadas a 28 °C por
15 dias e as avaliagdes feitas no 15° dia (area translicida em torno da colonia)
por meio da medi¢do do didmetro do halo de solubilizagdo, utilizando-se um
paquimetro digital, resultando em uma medi¢do por isolado. A partir dessas

medidas, foram obtidos os Indices de Solubilizagio (IS) = @ halo (mm) / @
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Coldnia (mm) (Berraquero et al., 1976) (Figura 2). Com base nos indices de
solubilizagdo, os isolados foram classificados como de baixa (IS até 2), média

(IS de 3 a 4) e alta (IS > 4) capacidade de solubilizacao.

FIGURA 2 Halo de solubilizagdo de CaHPO4 em meio GES. IS = A (mm) / B (mm).

No meio liquido o delineamento foi inteiramente casualizado, com 82
tratamentos mais um controle e trés repeti¢cdes, sendo que o controle foi 0 meio
de cultura mais a dose de fosfato na auséncia dos isolados. Estes frascos foram
incubados a 28 °C, sob agitacdo de 150 rpm por cinco dias. No final deste
periodo, procedeu-se a centrifugagdo (13.500 rpm por 5 min), determinagdo do
pH e quantificagdo dos teores de P solivel no sobrenadante pelo método fosfo-
molibidico (Embrapa, 1997). A capacidade solubilizadora de cada isolado foi
determinada, pela diferenca entre a quantidade de P-soluvel no seu meio e o teor

deste elemento no tratamento controle.

3.5 Identificacdo e quantificagdo de acidos organicos

Nesta avaliagdo foram testados os isolados: P31, que se destacou na
solubilizagdo de P-Ca; P22 ¢ P29, que se destacaram na solubilizagdo de P-Al; e
P28 e P39 que se destacaram na solubilizagdo de P-Fe. Também foi avaliado um

controle sem inoculagdo para cada fonte de fosfato. O delineamento estatistico
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foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial 6 x 3 (5 isolados mais um
controle e 3 fontes de fosforo), com 2 repetigoes.

O procedimento para cultivo dos isolados e obtengdo das amostras foi o
mesmo descrito no item 3.4 para solubilizacdo em meio liquido, havendo apenas
uma modificagdo no meio de cultura GES, o qual ndo recebeu em sua
composicdo extrato de solo. Para a identificacdo e quantificacdo de acidos
organicos, empregou-se cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
(Agilent HP Série 1100). Apos obtencdo das amostras, estas foram filtradas em
membrana celulosica com 0,45 um de didmetro do poro, para injecdo em coluna
cromatografica modelo Supelcogel C-610H 9um, 30 cm x 7,8 mm. Como
padrdes analiticos foram utilizados acidos organicos pré-analise Merck®. A fase
moével utilizada foi HsPO4 a 0,1% (pH 1,81) com fluxo de 0,5 mL min” e
injecdo de 100 pL por amostra. O tempo de aquisi¢do dos cromatogramas foi de
30 minutos, com intervalo de 30 minutos entre as corridas. A deteccdo foi por
UV a 210 nm, utilizando-se um detector de arranjo de diodos (DAD). As
moléculas identificadas e os tempos de retengdo tipicos encontrados para os
acidos foram os seguintes: citrico (12,71 min), gluconico (13,18 min), latico
(18,20), oxalico (10,30 min), propionico (25,10 min) e succinico (18,21 min). A
quantifica¢do dos acidos foi feita através das curvas de calibragdo construidas
com os padrdes analiticos. Na Tabela 3 encontram-se algumas caracteristicas

quimicas dos 4cidos organicos estudados.
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TABELA 3 Caracteristicas quimicas dos acidos organicos estudados (Moss et

al., 1994).
Nome Férmula Férmula @ @
comum Nome lupac Quimica Estrutural PM PKs
ot 13,15
Acido  Acido 2-hidroxi-1.2,3- 0y o w T e 910,14 247
citrico propanotricarboxilico 3% 6,40
, o9
Acido Acido (2R,3S,4R,5R)- “\/t/\/km
luconico 2,3,4,5,6- CeH 005 F— 178,14 1°3.86
& pentahidroxihexanoico
4] OH
Acido Acido etanodioi C,H,0,.2H,0 126,07 1123
oxalico C1do etanodioico 2115,04. 2 HC . 24,19
3
Acido - 1°) 4,16
suceinico Acido butanodiodico C4HO,4 118,09 29 5.61
Acido Acido 2- \H\Cm .
latico hidroxipropandico C5HeO; 90,08 19385
ACidO £ . . H—'? 'il_c/jo
10 Acido propanéico C3H0, S 7407 1947
propionico HH oOH

DPeso molecular (g mol ™). ®pH onde 50% do acido esta dissociado.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Isolamento, caracterizacdo cultural, autenticacado e eficiéncia simbiotica
dos isolados de BEFNNC
Foram obtidos 78 isolados, sendo 37 do solo de Lavras e 41 do solo de

Patos de Minas (Tabela 4).

TABELA 4 Numero de isolados que nodularam o feijdo caupi no teste de

autenticagao.
Solo Ne Total Isol."" Ne Isol Nod® % Nodulagao
Lavras 37 22 59,46
Patos de Minas 41 14 34,15
Total 78 36 46,15

) Namero total de isolados, ¥ Ntimero de isolados que nodularam.

As caracteristicas culturais das espécies bacterianas pertencentes a
familia Rhizobiaceae, genericamente identificadas como rizébio, fornecem
informagdes importantes para sua identificacdo e agrupamento.

O dendograma formado pelo agrupamento dos isolados do solo de
Lavras com estas caracteristicas ¢ apresentado na figura 3. Podem-se distinguir
dois grandes grupos a 29% de similaridade. No grupo IL estdo 22 isolados.
Destes, 11 ndo nodularam e 11 nodularam. Este grupo se subdivide em dois
outros grupos a aproximadamente 35% de similaridade, aqui denominados IL-1
e IL-2. A maioria dos isolados agruparam-se no grupo IL-1, sendo que 4
isolados ndo nodularam e 10 isolados nodularam. Ja no grupo IL-2 apenas 1
isolado nodulou, enquanto 7 ndo nodularam. Semelhantemente ao que ocorre no

grupo IL, o grupo IIL também se divide em dois outros grupos a
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aproximadamente 35% de similaridade, aqui denominados IIL-1 e IIL-2, onde
apenas 3 isolados se encontram no grupo IIL-1 e o restante se encontra no grupo
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FIGURA 3 Dendograma de similaridade, construido de acordo com as
caracteristicas culturais dos isolados de bactérias noduliferas ou
ndo em feijdo caupi capturadas do solo de Lavras - MG. (+)
nodulou, (-) ndo nodulou.

IIL-2, os quais se agrupam com as estirpes referéncias de Bradyrhizobium sp.,
sendo que 2 nao nodularam e 10 nodularam.
O dendograma formado pelo agrupamento dos isolados do solo de Patos

de Minas ¢é apresentado na figura 4. Podem-se distinguir dois grandes grupos a
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aproximadamente 27% de similaridade. No grupo IP estdo 37 dos 41 isolados,

dos quais 25 ndo nodularam e apenas 12 nodularam, sendo que nenhuma das
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FIGURA 4 Dendograma de similaridade, construido de acordo com as
caracteristicas culturais dos isolados de bactérias noduliferas ou
nao em feijao caupi capturadas do solo de Patos de Minas - MG.

(+) nodulou, (-) ndo nodulou.

estirpes referéncias se encontra neste grupo. Os isolados do grupo IIP agrupam-

se com as estirpes referéncias de Bradyrhizobium sp, neste grupo estdo apenas 4

isolados, sendo que 2 ndo nodularam e 2 nodularam. Os isolados P6 e P40,
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apesar de alcalinizarem o meio de cultura, apresentam crescimento rapido,
enquanto os isolados L14, P10, P20 e P31 acidificam o meio e também sdo de
crescimento rapido, o que os distingue do comportamento apresentado pelos
isolados de bactérias do género Bradyrhizobium, atualmente representado pelas
estirpes INPA 03-11B, BR3267 e UFLA 03-84.

E interessante notar também que em um maior nivel de discriminago, a
80% de similaridade, formam-se 31 grupos entre os isolados do solo de Lavras e
21 grupos entre os isolados do solo de Patos de Minas, evidenciando assim, uma
maior diversidade entre os isolados do solo de Lavras. Junto a esta grande
diversidade, cerca de 96% dos isolados obtidos dos dois locais de coleta
apresentaram crescimento rapido em meio de cultura e 85% acidificaram o meio,
dados semelhantes aos encontrados por Pereira (2000) e Chagas-Junior (2007)
com solo de 4areas de floresta amazonica. Estes resultados confirmam a baixa
especificidade do feijdo caupi e concordam com aqueles encontrados por Pereira
(2000), Lima et al. (2005), Melloni et al. (2006) e Soares et al. (2006), avaliando
a diversidade fenotipica de rizobios em diversos ecossistemas, utilizando o
feijdo caupi como planta isca. Isto confirma que a simbiose das estirpes capazes
de nodular feijdo caupi ndo se restringe ao género Bradyrhizobium.

Observa-se também que com o uso destas caracteristicas, a medida que
aumentamos a percentagem de similaridade ha tendéncia em ocorrer distingdo
entre os isolados que ndo nodularam e nodularam em feijao caupi. Isto pode ser
confirmado principalmente pela quase totalidade dos isolados do sub-grupo IIL-
2, onde se encontram as estirpes referéncia, formarem noédulos e também por
haver distingdo entre os sub-grupos IL-1 e IL-2, os quais tendem a ser
compostos por isolados que nodularam e ndo nodularam, respectivamente,
comportamento este semelhante aos observados para os isolados do solo de
Patos de Minas. Segundo Chagas-Junior (2007), apesar da quantidade de

informagdes genotipicas disponiveis aos pesquisadores nos dias atuais, a

31



correlagdo destes com as caracteristicas culturais ¢ uma das condi¢des para a
descricdo de novos géneros e espécies bacterianas, evidenciando assim, a
importancia destas caracteristicas no agrupamento de microrganismos para as
mais diversas fungoes.

No experimento em vaso de Leonard, para autenticacao dos isolados por
meio da inoculagdo no hospedeiro original e avaliacdo da eficiéncia simbiotica,
verificou-se que 22 isolados capturados do solo de Lavras nodularam, enquanto
para os isolados capturados no solo de Patos de Minas apenas 14 nodularam,
totalizando 36 isolados que nodularam o feijdo caupi, representando 46% de
nodulagdo do total de isolados capturados (Tabela 4). Considerando que os
isolados foram obtidos de nodulos da mesma planta hospedeira (feijao caupi),
esperava-se uma elevada taxa de nodulagdo no ensaio de autenticagdo.
Entretanto, conforme salientado por Li et al. (2008), o noédulo pode apresentar
microrganismos endofiticos e estes podem ter sido isolados. Além disso, ndo
podemos descartar a possibilidade de ter ocorrido contaminagdes, por
microrganismos oportunistas, no processo de isolamento.

Para o nimero de nodulos (NN) e matéria seca de nodulos (MSN) os
isolados L14 e P6 foram superiores aos demais tratamentos, inclusive as estirpes
aprovadas pelo MAPA. Além disso, os controles sem nitrogénio e nitrogenado
nao apresentaram nédulos, indicando, portanto, que ndo houve contaminagao do
experimento (Figuras 5 e 6).

A planta inoculada com o isolado P6 apresentou maior producdo de
matéria seca de parte aérea (MSPA) que o controle nitrogenado e as estirpes
INPA 03-11B, BR3267 e UFLA 03-84, ¢ consequentemente, maior eficiéncia
relativa (ER%). O isolado P6 apresentou MSPA 22% superior ao controle
nitrogenado ¢ em média 9% em relagdo as estirpes recomendadas. As plantas
inoculadas com as isolados L14 e P10 promoveram produgdo de MSPA superior

ao controle nitrogenado e equivalente a estirpe UFLA 03-84, sendo inferior as
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estirpes INPA 03-11B e BR3267, enquanto os isolados P20 e P31 apresentaram
MSPA equivalente ao controle nitrogenado. J4 o isolado P40 apesar de
apresentar uma MSPA inferior ao controle nitrogenado, esta foi superior aos
demais tratamentos (Figura 7).

Assim como observado para produ¢do de matéria seca, verificou-se que
o maior valor de area foliar (AF) foi obtido no tratamento P6, seguido dos
tratamentos INPA 03-11B, BR3267, L14, P40, P31, controle nitrogenado,
UFLA 03-84, P20 e P10, que foram superiores aos demais (Figura 8).

Quanto a producdo de matéria seca de raiz (MSR), o isolado P6,
juntamente com a estirpe BR3267, foram superiores aos demais tratamentos. O
isolado L14 apresentou MSR igual ao controle nitrogenado e as estirpes INPA
03-11B e UFLA 03-84 (Figura 9).

Lima et al. (2005) também encontram estirpes capazes de promover a
produgio de MSPA equivalentes ao controle nitrogenado (210 mg vaso™),
estirpes estas que foram recomendadas para teste de eficiéncia agrondmica.
Desta forma, o bom desempenho apresentado pelo isolado P6, seguido de L14,
P10, P20, P31 e P40 os tornam promissores para futuros testes de eficiéncia
agrondmica em feijao caupi.

Com relagdo ao teor de nitrogénio (TN) na parte aérea do feijao caupi, as
estirpes UFLA 03-84, BR3267, assim como os isolados P6, P13, P17, P26, P27,
P31 e P40 superaram o controle nitrogenado, com concentragdes variando de
37,7 a 56,5 g kg (Figura 10). Soares et al. (2006) ¢ Lacerda et al. (2004),
conduzindo experimentos em campo, demonstraram que para produzir 1 kg de
MSPA, utilizando as estirpes INPA 03-11B e UFLA 03-84 como fonte de N,
gastaram-se em média 39,09 e 27,35 g de N, respectivamente. Lima et al.
(2005), trabalhando com estas duas estirpes em casa de vegetacao, obtiveram em

média a concentragdo de nitrogénio em torno de 29,08 g kg'. Portanto, os
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valores encontrados para estes isolados e para as estirpes, neste trabalho, sdo
suficientes para garantir uma boa adubagdo nitrogenada no cultivo do feijdo
caupi. Ja para o acimulo de nitrogénio na parte aérea (ANPA), os isolados L.14,
P6, P10, P31 e P40, assim como as estirpes UFLA 03-84 e¢ BR3267
apresentaram valores superiores aos demais tratamentos, inclusive quando
comparados ao controle nitrogenado. Destaque, novamente, deve ser dado ao
isolado P6, que apresentou valores superiores a todos os tratamentos (Figura 11).

Entre todas as varidveis analisadas neste experimento ha que se destacar
que a MSN e NN correlacionaram-se positivamente com MSPA (1:0,85; p<0,01)
e (r:0,70; p<0,01), respectivamente (Tabela 5). Correlagdes positivas e
significativas entre MSPA ¢ MSN também foram relatadas por Fernandes et al.
(2003), Lima et al. (2005) e Melloni et al. (2006). Outra correlagdo importante é
entre a MSN e o teor de nitrogénio fixado biologicamente (1:0,75; p<0,01), o
qual também foi encontrado por Fernandes et al. (2003). Verificaram-se também
correlacdes entre as variaveis respostas (MSPA, MSR, AF, NN, MSN, TN e
ANPA) com a leitura SPAD feita aos 60 DAE. Tal comportamento pode ser
explicado em fungdo de os maximos teores de clorofila em folha serem atingidos
pela cultura no estadio de florescimento, aproximadamente 60 DAE (Silva et al.,
2008).

Nota-se que de acordo com os pardmetros de crescimento e nutri¢cao
mineral de N pelo feijdo caupi, o desempenho do isolado P6, na simbiose, foi
superior ao controle nitrogenado ¢ as estirpes ja recomendadas como
inoculantes. Além disso, os isolados L14, P10, P20, P31 e P40 obtiveram
desempenho semelhante ao das estirpes aprovadas pelo MAPA e ao controle
nitrogenado.

Contudo, existe a necessidade da avaliacdo da contribuicdo desses
isolados para a fixa¢do do N, e para a produtividade de caupi por meio de testes

agrondmicos em condigdes de campo, uma vez que as condi¢des testadas no
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presente trabalho sdo o6timas e ndo refletem as condigdes adversas de campo,

tanto do ponto de vista bioldgico (relagcdes antagonistas), como fisico e quimico.

TABELA 5 Coeficientes de correlacdo de Person entre a matéria seca de parte
aérea (MSPA), matéria seca de raiz (MSR), area foliar (AF), nimero
de nodulos (NN), matéria seca de nédulos (MSN), teor de nitrogénio
(TN), acumulo de nitrogénio na parte aérea (ANPA) e leitura SPAD
aos 60 DAE, obtidos na inoculag@o do feijdo caupi com isolados de
bactérias. n = 249

MSPA  MSR AF NN®  MSN® TN  ANPA Spad 60

MSPA - 0,86**  0,96** 0,70¥* 0,85** 0,74** 0,96** 0,90**
MSR - 0,80** 0,71*%* 0,80** 0,58** (,80** 0,80%*
AF - 0,72%*  0,83** 0,73** 0,91** (,89%*
NN - 0,85*%*  0,59%*  0,66%* (,74**
MSN - 0,75**  0,83%*  0,87**
TN - 0,83**  (,72%*
ANPA - 0,86**
Spad 60 -

**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste t. Analise de correlagdo
realizada com os dados transformados para (x + 0,5)".

4.2 Capacidade solubilizadora em meio de cultura solido e liquido

4.2.1 Solubilizacdo em meio sélido

A capacidade solubilizadora de fosfatos inorgénicos insoluveis em meio
de cultura sélido e liquido foi testada para todos os isolados obtidos, tanto
nodulifero como ndo nodulifero. Verificou-se, em meio s6lido, um numero
maior de isolados capazes de solubilizar P-Ca, seguidos de P-Al, evidenciado
pelo halo transparente ao redor das suas coldnias, enquanto que nenhum isolado
apresentou halo de solubilizagdo em meio com P-Fe (Tabela 5). Resultados estes
semelhantes aos observados por muitos autores (Silva-Filho & Vidor, 2000,

2001; Souchie et al., 2005a). As estirpes UFLA 03-84 ¢ LMG1222 apesar de
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solubilizarem apenas P-Ca apresentaram um dos melhores indices de
solubilizagdo neste meio, ja as estirpes BR3267 e INPA 03-11B ndo
solubilizaram nenhuma fonte de fosfato inorganico insolavel (Tabela 5). Apenas
7 isolados que solubilizaram P-Ca também foram capazes de solubilizar P-Al.
Estes resultados divergem dos encontrados por Hara & Oliveira (2004, 2005),
que identificaram uma alta ocorréncia de isolados que solubilizaram P-Ca e P-
Al Entretanto, Silva-Filho & Vidor (2000) e Souchie et al. (2005a) também
detectaram uma baixa incidéncia de solubilizadores de P-Al, entre
solubilizadores de P-Ca. Esses autores sugerem que tal fato pode ser atribuido a
selegdo dos isolados durante o isolamento, além das caracteristicas intrinsecas de
solubilidade dos fosfatos tais como a constante de solubilidade.

Entre os isolados que se destacaram no experimento de eficiéncia
simbidtica em casa de vegetacdo, um destaque deve ser dado ao isolado P6 e
P31 que também conseguiram solubilizar P-Ca em meio sélido, obtendo o
isolado P6 um dos maiores indice de solubilizagdo.

Quanto ao indice de solubilizagdo, independente do meio, nenhum dos
isolados apresentaram indice alto, e a maioria apresentou indice baixo (Figura
12), ja os isolados L24, L33, L35, P4, P6 ¢ P8 e as estirpes UFLA 03-84 ¢
LMG1222 obtiveram indices médios na solubilizagdo de P-Ca e apenas o
isolado L36 obteve indice médio na solubilizacdo de P-Al (Tabela 5). Piex et al.
(2001) encontraram isolados da familia Rhizobiaceae efetivos na solubilizagdo
de P-Ca em laboratorio, mas a eficiéncia de solubiliza¢do variou entre eles. Hara
& Oliveira (2004, 2005), trabalhando com varios isolados de rizébio da regido
amazonica na solubilizagdo de P-Ca e P-Al observaram baixos indices de
solubilizagdo entre eles, indicando, portanto, que estes isolados que obtiveram
indice médio podem ser potenciais inoculantes em testes de campo.

Apesar de muitos isolados ndo apresentarem halo de solubilizagdo nos

meios solidos contendo P-Ca, P-Al e P-Fe, alguns foram capazes de crescer e se

43



desenvolver nestes meios, principalmente no meio com P-Fe (Tabela 6). Silva-
Filho (1998) também encontrou resultados semelhantes e explica que isto é

possivel em P-Ca e P-Fe, pois o calcio e o ferro tém efeito nutritivo, enquanto o

18 q
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I Lavras Fe
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Patos Al
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FIGURA 12 Histograma do numero de isolados por classe de indice de
solubilizagao.
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TABELA 6 indice de solubilizagdo de P-Ca, P-Al e P-Fe em meio solido por
isolados obtidos de solos sob floresta em Lavras - MG e Patos de
Minas — MG, incubados durante 15 dias.

Isolado” P-Ca P-Al P-Fe Isolado®  P-Ca P-Al P-Fe
L1 1,26® NC NC P1 1,63 NC CNS
L2 Ne® 1,69 NC P2 1,60 NC CNS
L3 CNS® NC CNS P3 CNS CNS CNS
L4 CNS NC CNS P4 2,34 1,07 CNS
L5 1,04 1,36 CNS P5 1,85 NC NC
L6 NC NC CNS P6 3,55 NC CNS
L7 CNS NC CNS P7 1,11 1,03 CNS
L8 1,65 CNS CNS P8 2,89 NC CNS
L9 1,61 1,16 CNS P9 CNS NC CNS
L10 1,57 NC CNS P10 CNS NC CNS
L11 1,07 NC CNS P11 CNS NC CNS
L12 1,96 1,16 CNS P12 CNS NC CNS
LI13 1,18 1,28 CNS P13 1,10 NC CNS
L14 CNS NC CNS P14 CNS NC CNS
L15 CNS CNS CNS P15 CNS NC CNS
L16 CNS CNS CNS P16 1,94 NC CNS
L17 CNS CNS CNS P17 1,26 NC CNS
L18 NC NC CNS P18 1,06 1,21 NC
L19 NC NC CNS P19 1,09 NC NC
L20 CNS NC CNS P20 CNS NC CNS
L21 CNS 1,29 CNS P21 1,05 NC NC
L22 1,15 NC CNS P22 1,14 1,09 NC
L23 CNS NC CNS P23 CNS CNS CNS
L24 2,48 NC CNS P24 1,13 NC CNS
L25 CNS NC CNS P25 CNS NC CNS
L26 NC NC CNS P26 CNS CNS CNS
L27 NC NC CNS P27 CNS CNS CNS
L28 NC 1,45 CNS P28 CNS 1,10 CNS
L29 1,15 NC CNS P29 CNS 1,2 CNS
L30 1,21 NC CNS P30 NC NC NC
...continua...
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TABELA 6, Cont.

L31 1,05 NC CNS P31 1,27 NC CNS
L32 NC NC NC P32 CNS CNS CNS
L33 2,66 NC CNS P33 CNS NC CNS
L34 NC 1,08 CNS P34 CNS NC CNS
L35 2,37 NC CNS P35 1,16 CNS CNS
L36 NC 2,03 CNS P36 1,12 NC CNS
L37 CNS CNS CNS P37 1,16 NC CNS
LMG12227 3,46 CNS CNS P38 CNS CNS CNS
INPA 03-11B®  CNS NC CNS P39 CNS CNS CNS
BR3267¢ NC NC CNS P40 NC NC NC
UFLA 03-84© 2,91 NC CNS P41 CNS 1,19 CNS

MIsolados obtidos do solo coletado na cidade de Lavras — MG. @lsolados obtidos do solo
coletado na cidade de Patos de Minas — MG. PLS. = @ HALO (mm) / @ COLONIA (mm),
avaliado no 15° dia de incubacdo. “NC = Nao cresceu. ®CNS = Cresceu, mas nio solubilizou.
©®Estirpes recomendadas, pelo MAPA, como inoculante para Feijdo caupi. "Burkholderia
cepacia, controle positivo.

aluminio ndo ¢é considerado um elemento essencial. Sendo assim, outros
mecanismos devem existir para explicar este crescimento no meio com P-Al.
Uma hipétese levantada por nés ¢ a disponibilizagdo de fosforo soluvel apods
esterilizacdo do meio em autoclave, um exemplo disto € na preparacdo do meio
de cultura liquido, onde inicialmente adicionamos 100 mg L' de fosfato
insoluvel, mas apo6s 5 dias sob agitacdo e temperatura de 28 °C constante, o
tratamento controle (sem inoculacdo de microrganismos) apresentou
consideraveis concentra¢des de fosforo soluvel, as quais podem ser suficientes
para um pleno desenvolvimento dos microrganismos. Aliado a isto, Souchie et
al. (2005a) chamam a aten¢do para a solubilidade do fosfato, sua pureza e
composi¢ao, as quais também podem afetar a avaliacdo visual da formagao do

halo.
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4.2.2 Solubilizacdo em meio liquido

Muitos dos isolados que ndo apresentaram halo de solubilizacdo em
meio so6lido, demonstraram-se eficientes na solubilizacdo destes fosfatos em
meio liquido. O nimero de isolados que solubilizaram em meio liquido foi
maior que no meio sélido para os meios com P-Ca e P-Fe, fato este ndo
observado para P-Al (Tabela 6). Souchie et al. (2005a) encontraram apenas um
isolado de fungo capaz de solubilizar P-Al em meio s6lido enquanto todos os
isolados de bactérias e fungos solubilizaram P-Al em meio liquido e atribui isto
ao estado fisico do meio so6lido ou a sua distinta composi¢ao, em relagdo ao
meio liquido, do que a incapacidade dos isolados de solubilizar esse fosfato.

Os teores de P encontrados no controle apds cinco dias de incubagdo
foram 72,68 mg L para CaHPO,, 81,95 mg L™ para AIH¢O,,P; ¢ 20,92 mg L™
para FePO4.2H,0. O menor teor de P solivel no controle para P-Fe pode ser
explicado pela menor constante de solubilidade deste fosfato (Ks =1 x 102%) em
comparagdo a P-Ca (Ks = 2,51 x 10'7) e P-Al (Ks =1 x 10'21) (Stumm &
Morgan, 1995), podendo explicar assim a ndo solubilizagdo dos isolados em
meio s6lido com esta fonte de fosfato.

Em relacdo ao solo de onde foram capturados, houve um maior numero
de isolados do solo de Patos de Minas com capacidade de solubilizar P-Ca e P-
Al, ja para P-Fe ocorreu um maior nimero de isolados com capacidade de
solubiliza-lo no solo de Lavras (Tabela 7). Isto pode ter sido influenciado pelas
diferencas nas caracteristicas quimicas dos diferentes solos, principalmente na
relagdo (P-Ca / (P-Al + P-Fe)), a qual ¢ 0,18 no solo de Patos de Minas e 0,06 no
solo de Lavras, ou seja, proporcionalmente ha maior concentragdo de fosforo
ligado a calcio no solo de Patos de Minas, enquanto no solo de Lavras ha uma

maior concentracdo de fosforo ligado a ferro.
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TABELA 7 Numero e percentagem total de isolados que solubilizaram P-Ca, P-
Al e P-Fe em meio sélido e liquido.

P-Ca P-Al P-Fe
Local Total - - - - - -
Sélido  Liquido  Sélido  Liquido  Soélido  Liquido
L 37 15 12 9 3 0 18
P 41 19 29 6 9 0 9
40,54 32,43 24,32 8,10 0,00 48,64

T()tal (/())

L = Lavras — MG. P = Patos de Minas — MG.

Para o meio com P-Ca, verifica-se que 12 entre os 37 isolados do solo de
Lavras e 29 entre os 41 isolados do solo de Patos de Minas aumentaram os
teores de P soluvel ao final do periodo de incubagdo (Figura 13), com destaque
aos isolados L2, L4, L8, L10, P7, P26, P29, P30, P31, P36, P40. Para o meio
com P-Al, verificou-se que 3 entre os 37 isolados do solo de Lavras e 9 entre os
41 isolados do solo de Patos de Minas aumentaram os teores de P soluvel ao
final do periodo de incubagéo (Figura 14), dando destaque aos isolados L9, P17,
P22, P29, P35 e P36, enquanto que para o meio com P-Fe, verificou-se que 18
entre os 37 isolados do solo de Lavras e 9 entre os 41 isolados do solo de Patos
de Minas aumentaram os teores de P solivel ao final do periodo de incubagdo
(Figura 15), com destaque aos isolados L2, L3, L4, L8, L.29, P10, P25, P28 ¢
P39. Além destes isolados que se destacaram em cada fonte de fosfato,
verificou-se que a estirpe LMG1222, apresentou elevada capacidade
solubilizadora de fosfatos inorganicos insoliveis em meio liquido, fato este
demonstrado em outros trabalhos (Lin et al., 2006; Song et al., 2008).

Os isolados L4, P31 e P40 foram os que mais conseguiram solubilizar P-

Ca. Para P-Al os isolados L9, P22, P29 e P36 foram os que mais conseguiram
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solubiliza-lo, enquanto os isolados P25, P28 e P39 foram os que mais
conseguiram solubilizar P-Fe.

Por outro lado, como aconteceu com muitos isolados, as estirpes UFLA 03-
84, INPA 03-11B e BR3267, ndo conseguiram solubilizar nenhuma das trés
fontes de fosfatos em meio liquido e ainda consumiram o que estava disponivel
inicialmente, principalmente no meio com P-Ca e P-Fe (Figuras 13 e 15), isto
pode ser um indicativo de adaptabilidade dos isolados testados aos solos

contendo fosfatos insoluveis.
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De uma maneira geral, ocorreu um maior numero de isolados com
capacidade de solubilizar P-Ca, seguida de P-Fe e poucos conseguiram
solubilizar P-Al, o mesmo ocorreu na eficiéncia de solubilizagdo, sendo que em
P-Ca obteve-se um concentracdo maxima de P soluvel no valor de 26,53 mg L
seguida de P-Fe no valor de 19,24 mg L' e por fim P-Al no valor de 16,62 mg
L. Esta maior solubilizagdo de P-Ca pode ser explicada por Whitelaw (2000)
que demonstra que a solubilizagdo destes fosfatos insoluveis em solug@o aquosa
¢ dependente do pH, uma vez que ocorreu maior diminui¢do do pH em meio
com P-Ca, seguida de P-Fe e para o P-Al praticamente sem alteracdo. Chung et
al. (2005) também encontraram esta relagdo quanto a eficiéncia de solubilizacio
avaliando isolados de bactérias da rizosfera de plantas na Coréia do Sul e
observaram que existe uma variagdo, entre os isolados, quando se refere a
capacidade de solubilizagdo nas diferentes fontes de fosfatos. Resultados
diferentes foram encontrados por Silva-Filho (1998), que obteve maiores valores
de solubilizagdo em meio com P-Al do que em meio com P-Fe, e Illmer et al.
(1995) quando avaliando quatro isolados de fungos na solubilizagdo de P-Al,
obtiveram altos valores de fosforo soluvel apos incubagdo dos isolados no meio
de cultura. Isto nos mostra que diferencas nos resultados encontrados,
principalmente as relacionadas com solubilizagdo em meio liquido, ndo podem
ser atribuidas as mudangas no metabolismo do isolado, mas provavelmente sdo
produtos das condigdes de cada meio, das limitagdes que estes impdem ao
desenvolvimento dos microrganismos ¢ da difusdo das substincias produzidas,
criando regides com diferentes concentragdes que podem afetar o crescimento
e/ou a solubilizagdo (Silva-Filho, 1998).

E amplamente sugerido na literatura que a solubilizagdo de fosfatos
ocorre pela acidificagdo do meio e que isto estaria relacionado a produgdo de
acidos organicos, liberagdo de protons e também devido aos processos de

quelagdo do metal acompanhante do ion fosfato (Halder et al., 1990;
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Kpomblekou & Tabatabai, 1994). Entretanto, a quelagdo esta condicionada ao
pH do meio e aos pKs dos acidos organicos, uma vez que sendo o pH do meio
menor que o pKs de um determinado acido organico, este estara protonado e
assim ndo atuaria no processo de quelacdo, mas atuaria na solubilizagdo por
meio da acidificagdo, principalmente para o P-Ca. Caso contrario (pH > pKs)
este acido estara na forma anidnica e assim atuaria como quelante do metal
acompanhante do ion fosfato. No presente trabalho, a maioria dos isolados
acidificaram os meios contendo P-Ca e P-Fe (Figuras 16 ¢ 17). Para o meio
contendo P-Al, apenas 6 isolados diminuiram o pH ao final do periodo de
incubagdo, sendo que na maioria dos isolados o pH final permaneceu sem
alteracdo (Figura 18). De modo geral, o meio contendo P-Al ndo sofreu alteragdo
no pH, o que justifica menor numero de isolados solubilizando esta fonte de
fosfato. Houve uma relacdo inversa entre o pH do meio e a quantidade de P
soluvel para P-Ca (:-0,51"; y= 131,05 — 11,15x) e P-Fe (1:-0,28""; y= 34,17 —
3,02x), relagdo esta ndo observada para o P-Al. Resultados estes também foram
encontrados por diversos autores (Sperber, 1958; Duff & Webley, 1959; Taha et
al., 1969; Halder et al., 1990; Cunningham & Kuiack, 1992; Illmer & Schinner,
1992; Whitelaw et al., 1999; Hariprasad & Niranjana, 2009), sugerindo que a
redugdo do pH ¢ um processo envolvido na solubiliza¢ao de fosfatos inorgénicos
insoluveis no meio.

A estirpe LMG1222, usada como controle positivo, diminuiu o pH nos
meios com P-Ca, P-Al e P-Fe a valores bem inferiores aos do controle. Estes
resultados ja eram esperados para P-Ca, uma vez que Lin et al. (2006) e Song et
al. (2008) demonstram a alta eficiéncia em abaixar o pH e consequentemente
solubilizar P-Ca, mas é novidade em se tratando de P-Al e P-Fe, mostrando
assim, que o potencial de abaixar o pH do meio de cultura e solubilizar fosfatos

insolaveis desta bactéria independe da fonte de fosfato. Acidos organicos sio
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liberados pela bactéria, como resultado da assimilagdo de carboidratos, e atuam
na complexagdo do cation do fosfato inorganico para liberar fosfato soluvel
(Whitelaw et al., 1999), este pode ser um dos mecanismos utilizados por esta
bactéria. Por outro lado as estirpes UFLA 03-84, INPA 03-11B e BR3267,
aumentaram o pH destes meios, 0 mesmo observado na caracterizagdo cultural
destas estirpes em meio 79, fato este que pode explicar o porque destas estirpes
ndo conseguirem solubilizar fosfatos insoliveis em meio liquido.

A relagdo entre a capacidade de solubilizagdo em meio liquido e a
eficiéncia na FBN indicada pela matéria seca de parte aérea por alguns isolados
testados ¢ mostrada nas figuras: 19 para P-Ca e 20 para P-Fe e 21 para P-Al.
Neste modelo de quadrantes, a linha na horizontal separa os isolados que
conseguiram solubilizar fosfatos inorgénicos insoluveis em meio liquido dos que
ndo conseguiram e a linha na vertical separa os isolados mais eficientes dos
menos eficientes, ou seja, que proporcionaram matéria seca de parte aérea
superior e inferior ao controle nitrogenado. Os isolados do quadrante 1
solubilizaram fosfato em meio liquido e apresentaram MSPA superior ao
controle nitrogenado, do quadrante 2 nao solubilizaram fosfato em meio liquido,
mas apresentaram MSPA superior ao controle nitrogenado, enquanto os do
quadrante 3 ndo solubilizaram fosfatos em meio liquido e apresentaram MSPA
inferior ao controle nitrogenado, ¢ por fim, os isolados do quadrante 4
solubilizaram fosfato em meio liquido e apresentaram MSPA inferior ao
controle nitrogenado. Nao houve correlagdo entre a solubilizacdo em meio
liquido e a eficiéncia da FBN para as diferentes fontes de fosfatos. Os isolados
presentes nestes quadrantes foram selecionados da seguinte maneira: L14, P6,
P10, P20, P31 e P40 foram eficientes na FBN; P22, P28, P29, P31 e P39 foram
avaliados quanto a producdo de acidos organicos em meio de solubilizagdo
liquido; L2, L4 e L8 foram capazes de solubilizar P-Ca e P-Fe em meio liquido;

P29 e P36 foram capazes de solubilizar P-Ca e P-Al em meio liquido.
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Quando analisamos os isolados que se destacaram na FBN com sua
capacidade de solubilizagdo podemos verificar que os isolados L14, P6, P31 e
P40 foram eficientes na solubilizacdo de P-Ca, nenhum solubilizou P-Al e
apenas o isolado P10 foi eficiente na solubilizagdo de P-Fe, também ¢
interessante notar que os isolados L2, L4 e L8 se destacaram na solubilizagdo de
P-Ca e P-Fe, ¢ os isolados P29 e P36 na solubilizagio de P-Ca e P-Al,
aumentando assim, sua capacidade de uso como inoculante em solos com ambas

as formas de fosfatos insoluveis, tanto em espécies leguminosas quanto em nao

leguminosas.
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FIGURA 19 Modelo quadrante ilustrando a rela¢do entre a solubilizagdo de P-
Ca em meio liquido e matéria seca de parte aérea (MSPA). Os
quadrantes sdo separados pela concentragdo de P soliivel em meio
liquido presente no tratamento controle (72,68 mg L™ P) e pelo
peso de MSPA presente no controle nitrogenado (1,49 g). A=
UFLA 03-84, B=INPA 03-11B, C=BR3267.
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FIGURA 20 Modelo quadrante ilustrando a relagdo entre a solubiliza¢do de P-Fe
em meio liquido e matéria seca de parte aérea (MSPA). Os
quadrantes sdo separados pela concentracdo de P soluvel em meio
liquido presente no tratamento controle (20,92 mg L' P) e pelo
peso de MSPA presente no controle nitrogenado (1,49 g). A=
UFLA 03-84, B=INPA 03-11B, C=BR3267.
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FIGURA 21 Modelo quadrante ilustrando a relagdo entre a solubiliza¢do de P-Al
em meio liquido e matéria seca de parte aérea (MSPA). Os
quadrantes s3o separados pela concentragdo de P solivel em meio
liquido presente no tratamento controle (81,95 mg L™ P) e pelo
peso de MSPA presente no controle nitrogenado (1,49 g). A=
UFLA 03-84, B=INPA 03-11B, C=BR3267.

4.3 ldentificagdo e quantificacdo de &cidos organicos

A producdo de acidos orgénicos no meio com P-Ca apresentou uma
grande variagdo entre os isolados. No tratamento controle ndo foi detectado a
presenca de acidos organicos (Figura 22). Para o isolado P31 que se destacou na
solubilizagdo de P-Ca, observamos a presenga dos acidos citrico (0,05 mmol L™)
e propionico (11,67 mmol L™"). Para os isolados P22 ¢ P29 que se destacaram na

solubilizagdo de P-Al, no meio com P-Ca observamos a presenga
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FIGURA 22 Identificagdo e quantificacdo dos acidos organicos produzidos no tratamento controle e pelos isolados P31,
P22, P29, P28 e P39 em meio de cultura GES suplementado com P-Ca. (C: citrico; G: gluconico; L+S:
latico + succinico; O: oxalico; P: propidnico).



dos acidos oxalico (0,015 mmol L) e latico + succinico (3,37 mmol L) para o
isolado P22, e os 4cidos latico + succinico (1,25 mmol L) e propionico (21,15
mmol L) para o isolado P29. Enquanto que nos isolados P28 e P39, que se
destacaram na solubilizacdo de P-Fe, no meio com P-Ca, foi observado a
presenga do acido propidnico (15,53 mmol L) para o isolado P28, ¢ os 4cidos
oxélico (0,014 mmol L) e glucénico (3,16 mmol L") para o isolado P39
(Figura 22). lllmer & Schinner (1992), Whitelaw et al. (1999) e Yi et al. (2008)
encontraram concentragcdes proximas a deste trabalho para os &cidos citrico,
gluconico, latico, succinico e oxalico, entretanto, para o acido propidnico
Sperber (1957) e Chen et al. (2006) demonstraram sua ocorréncia, mas nao
quantificaram sua produgao.

A producdo de 4cidos organicos é um dos principais mecanismos
atribuidos a maioria dos isolados solubilizadores de fosfatos estudados (Sperber,
1958; Halder et al., 1991; Whitelaw et al., 1999; Whitelaw, 2000; Chuang et al.,
2007; Song et al., 2008; Tao et al., 2008; Xie, 2008), entretanto, para 0 meio
com P-Al nenhum dos acidos orgéanicos avaliados foi observado, nem mesmo
nos isolados P22 e P29, os quais se destacaram na solubilizagdo deste fosfato
(Figura 23). Detalhe importante ¢ que neste meio também nao houve alteragao
do pH para nenhum isolado. Verifica-se que estes resultados difere um pouco
dos encontrados por Illmer et al. (1995), trabalhando em meio de cultura com
pH inicial de 7,0, pois estes autores demonstraram haver solubilizagdo de P-Al
sem necessariamente haver producdo de acidos orgénicos, entretanto houve
diminui¢do do pH. Illmer & Schinner (1992) também demonstraram haver
solubilizagdo de P-Ca sem produc¢ado de acidos orgénicos, mas houve diminui¢ao
de pH. Um fator estudado por Yi et al. (2008) e que pode justificar esta
solubilizagdo ¢ a grande producdo de exopolissacarideos apresentada por estes

isolados (Tabela 2 - anexo), uma vez que estes autores confirmaram a
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importancia destes exopolissacarideos na solubilizagdo de P-Ca, evidenciando
assim, que além da producdo de acidos organicos, existem outros fatores
envolvidos na solubilizagdo de fosfatos. Entretanto, ha que se pesquisar mais
para um melhor entendimento deste processo, pois a presenca de outros acidos
organicos, tais como: 2-cetogluconico (Halder et al., 1990), tartarico (Yi et al.,
2008) e glicolico (Sperber, 1958) nao estudados neste trabalho, podem ter
ocorrido.

No meio com P-Fe foi detectada a presenga dos acidos citrico (0,08
mmol L) e latico + succinico (5,75 mmol L) para o isolado P28, e o 4cido
gluconico (1,28 mmol L) para o isolado P39, o pH néo alterou para o isolado
P28, mas diminuiu para o isolado P39, e em ambos ocorreu alta solubilizagao.
Os resultados do isolado P28 ndo corroboram com os encontrados por Whitelaw
et al. (1999), Chuang et al. (2007) e Song et al. (2008), devido a ocorréncia de
solubilizagdo sem diminuicdo do pH, entretanto, corroboram com Chen et al.
(2006), Sharan et al. (2008), Chaiharn & Lumyong (2009) e Jha et al. (2009) que
encontraram bactérias solubilizando P-Ca em pH entre 6,0 e 6,3 na presenca de
acidos organicos. Além disso, Nahas (1996), Chaiharn & Lumyong (2009) e Jha
et al. (2009) ndo encontraram correlagdo significativa entre a solubilizacdo de P-
Ca e a diminui¢ao do pH do meio e mesmo assim ocorreu solubilizagdo. Assim,
outros fatores devem ser também considerados, como por exemplo, o tempo, as
condicdes de crescimento, as caracteristicas fisioldgicas dos microrganismos, o
tipo de fosfato utilizado e principalmente o pKs dos acidos encontrados, pois
neste caso, os acidos apresentam pKs inferiores ao pH do meio, estando assim,
na fase ani6nica atuando como quelantes do metal acompanhante do ion fosfato,
ndo diminuindo assim o pH (Whitelaw, 2000). Para o isolado P31 foi detectada a
presenga dos acidos oxalico (0,27 mmol L™) e latico + succinico (0,56 mmol L°
". Enquanto que para os isolados P22 ¢ P29 foram detectadas a presenca dos

acidos latico + succinico (3,21 mmol L™ ¢ 0,91 mmol L™, respectivamente)
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(Figura 24). A identificacdo e quantificagdo de dacidos organicos por
microrganismos de um forma geral em meio com P-Fe ¢é praticamente
inexistente, Chuang et al. (2007) demonstraram haver a produ¢do do acido
oxalico na solubilizagdo de P-Fe e ou P-Al, mas ndo quantificaram, o mesmo
acontece no trabalho de Barroso & Nahas (2008) onde concluem que a produgio
de acidos ¢ o principal mecanismo utilizado pelo isolado de Aspergilus niger
para a solubilizacdo do P-Fe, mas ndo identificaram nem quantificaram estes
acidos.

Os isolados P29 e P31, que foram eficientes na solubilizagdo de P-Al e
P-Ca, respectivamente, ndo conseguiram solubilizar no meio contendo P-Fe,
mesmo produzindo acidos organicos neste meio. Estes resultados nos mostram
que a producdo de acidos organicos nem sempre resultam na solubilizacdo de
fosfatos, uma vez que o tipo e a concentragdo total destes acidos podem
influenciar neste processo (Silva-Filho, 1998).

Também vale destacar que apesar da baixa concentracdo de acidos
organicos no meio com P-Fe, produzidos pelo isolado P31, o pH deste diminuiu
na mesma propor¢do que o pH do meio com P-Ca, pressupdem se entdo que o
abaixamento do pH ndo ocorre apenas pela producdao de acidos organicos, mas
também por outros mecanismos envolvidos no equilibrio quimico entre a célula
e o meio externo (Illmer et al., 1995; Nahas, 1999). Embora o isolado P29
apresente uma maior concentracao de acidos organicos no meio com P-Ca, foi o
isolado P31 quem solubilizou maior concentragdo de P-Ca, evidenciando assim,
que o tipo de &cido produzido pelo microrganismo ¢ o pH do meio tem grande
importancia neste processo, uma vez que o acido citrico possui uma maior
habilidade de complexagdo do Ca em pH proximo a 5,0, quando comparado com
os dacidos latico e succinico (Jones, 1998), j4 que o acido propidnico foi

observado em ambos os isolados.
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Entre os fosfatos encontramos uma maior concentragdo total de acidos
organicos no meio com P-Ca (56,20 mmol L), seguida de P-Fe (12,06 mmol L~
. Enquanto entre os 4cidos a concentragio decresce da seguinte ordem:
propiodnico (48,35 mmol L™); latico + succinico (15,05 mmol L™); glucénico
(4,44 mmol L™), oxalico (0,30 mmol L™); citrico (0,13 mmol L™). Cunningham
& Kuiack (1992) demonstram que os acidos citrico e oxalico sdo produzidos por
Penicillium bilaii na solubilizagdo de P-Ca. Enquanto Yi et al. (2008)
encontraram o 4cido latico (14,48 mmol L") em maior concentragio para
Arthrobacter sp. na solubilizagdo de P-Ca, seguida dos acidos oxalico +
gluconico (6,90 mmol L) e citrico (0,48 mmol L), ja para Azotobacter sp a
maior concentragdo encontrada foi para o 4cido succinico (1,75 mmol L™).

Diferente dos resultados encontrados por Halder et al. (1990), Hwangbo
et al. (2003), Kim et al. (2003), Chuang et al. (2007) e Barroso & Nahas (2008)
ndo encontramos correlacdo entre a concentragcdo total de acidos orgénicos
produzidos com a solubilizagdo de fosfato, isto ¢ bem discutido por Illmer &
Schinner (1992, 1995) e Illmer et al. (1995).

Os resultados obtidos nos demonstram que a solubiliza¢do de fosfatos
inorganicos insoluveis € dependente da produc¢do de acidos, para alguns
isolados, em meio principalmente com P-Ca e P-Fe, independentemente se estes
estejam atuando na fase protonada ou anidnica, mas no meio com P-Al a
solubilizagdo ocorre sem presenca destes dcidos organicos, demonstrando que
esta habilidade depende dos microrganismos, dos fosfatos utilizados, além de
fatores ndo identificados tais como produgdo de exopolissacarideos, equilibrio
eletrostatico da célula bacteriana, mecanismos de prote¢do contra aluminio

toxico, dentre outros.
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5 CONCLUSOES

As comunidades de bactérias isoladas de nodulos de feijao caupi dos
dois solos sdo distintas e apresentam grande variabilidade na eficiéncia dos
processos de FBN e solubilizacdo de fosfatos inorganicos insoluveis;

Isolados altamente eficientes na FBN foram obtidos dos dois solos
estudados;

De maneira geral houve um maior niimero de isolados com capacidade
de solubilizar fosfatos inorganicos insoliveis em meio liquido em relacdo ao
meio s6lido, cuja capacidade de solubilizacdo decresceu na seguinte ordem: P-
Ca > P-Fe > P-Al,

A solubilizacdo de P-Ca e P-Fe, pelos isolados, foi relacionada com a
diminui¢do do pH no meio liquido;

Os principais acidos organicos produzidos pelos isolados selecionados
foram: propidnico, latico + succinico, gluconico, oxalico e citrico, no entanto
nao houve relagdo desses com a solubilizag¢do de fosfatos;

A maioria dos 4cidos organicos produzidos pelos isolados com
capacidade solubilizadora de P-Ca atuaram acidificando o meio de cultura,

. ’ +
enquanto no meio com P-Fe todos atuaram quelando o fon Fe’";
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ANEXOS

TABELA 1 Resumo das analises de varidncia da matéria seca de parte aérea

(MSPA), matéria seca de raiz (MSR), area foliar (AF), nimero de
noédulos (NN), matéria seca de ndédulos (MSN), teor de nitrogénio
(Teor de N), acimulo de nitrogénio na parte aérea (ANPA) e
eficiéncia relativa (ER), obtidos da inoculacdo do feijao caupi com
isolados de bactérias.

FV GL oM
MSPA  MSR AF NN MSN Teorde N ANPA ER
Tratamentos 82 0,7028* 0,2203* 32417,1* 36,8* 0,0093*  6,227*  1334,8*% 3059,7*
Erro 166 0,0005 0,0012 19,5 0,3 0,0000 0,009 0,9 2,57
CV (%) 5,47 8,63 5,43 15,93 0,48 7,63 9,29 5,88

*Teste de F significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
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TABELA 2 Caracteristicas culturais dos isolados de bactérias obtidos do feijao caupi com amostras de solo de Lavras e

Patos de Minas, realizada assim que se constatou o crescimento da coldnia no meio.

Isolado c Ta_xa de o pH® Cor d_a Produgéo Consistfen_cia Transmissdo Abso.rgéo do DiémAet'ro(E) Fornja_ EIevagég Borcja_ Superfjci_e
rescimento colonia demuco  da colbnia de luz Indicador  dacolonia™ da colonia da colonia dacolonia da colonia
L1® 2a3 Acido  Laranja Pouca Seca Opaca Sim 2a3 Irregular Plana Ondulada Rugosa
L2 2a3 Alcalino  Rosa Pouca Seca Opaca Nao 3a4 Circular Plana Inteira Lisa
L3 2a3 Acido  Laranja Pouca Seca Opaca Nao la2 Irregular Plana Inteira Lisa
L4 2a3 Acido  Laranja Pouca Seca Opaca Sim la2 Irregular Plana Ondulada Lisa
L5 2a3 Acido  Amarela  Média Aquosa Opaca Sim 3a4 Circular Lente Inteira Lisa
L6 2a3 Acido Amarela  Média Aquosa Opaca Sim la2 Circular Lente Inteira Lisa
L7 2a3 Acido  Amarela  Pouca Seca Opaca Nio 1 Circular Convexa Inteira Lisa
L8 2a3 Acido  Amarela  Pouca Aquosa Opaca Sim 1 Circular Convexa Inteira Lisa
L9 2a3 Acido  Laranja Média Aquosa Opaca Sim 2a3 Circular ~ Convexa Inteira Lisa
L10 2a3 Acido  Laranja Pouca Seca Opaca Sim la2 Circular ~ Convexa Inteira Lisa
L11 2a3 Acido Amarela  Pouca Aquosa Opaca Nio la2 Circular Lente Inteira Lisa
L12 4as Acido Amarela  Pouca Seca Opaca Sim 1 Circular Lente Ondulada Lisa
L13 2a3 Acido  Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 2a3 Circular  Drop-like Inteira Rugosa
L14 2a3 Acido  Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim la2 Circular  Drop-like Inteira Lisa
L15 2a3 Acido  Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 2a3 Circular  Drop-like Inteira Lisa
L16 2a3 Acido  Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 2a3 Circular ~ Drop-like Inteira Lisa
L17 2a3 Acido  Amarela  Média Aquosa Opaca Sim la2 Irregular Lente Ondulada Lisa
L18 2a3 Acido  Amarela  Pouca Seca Opaca Sim la2 Irregular  Convexa  Ondulada Lisa
L19 2a3 Alcalino Amarela ~ Média Aquosa Brilhante Nio 1 Circular Lente Inteira Lisa
L20 2a3 Acido  Amarela Alta Gomosa Brilhante Nao <1 Circular Plana Inteira Lisa
L21] 2a3 Acido  Branca Alta Gomosa Brilhante Nao la2 Circular Convexa Inteira Lisa

...continua...
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TABELA 2, Cont.

L22 2a3 Acido  Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 4as Irregular  Convexa  Ondulada Lisa
L23 2a3 Acido Amarela  Pouca Aquosa Brilhante Nao 1 Circular ~ Convexa Inteira Lisa
L24 2a3 Acido  Amarela Alta Gomosa Brilhante Nao la2 Circular Lente Inteira Lisa
L25 2a3 Acido  Branca Meédia Aquosa Brilhante Nao 3a4d Irregular Lente Ondulada Rugosa
L26 2a3 Alcalino  Rosa Pouca Seca Opaca Nao la2 Circular Lente Inteira Lisa
L27 2a3 Acido  Amarela Alta Gomosa Brilhante Nao 6a7 Circular ~ Drop-like Inteira Lisa
L28 4a5 Neutro  Branca Pouca Seca Opaca Nao <1 Circular Lente Inteira Lisa
L29 2a3 Acido Amarela  Pouca Seca Opaca Sim la2 Irregular Lente Ondulada Rugosa
L30 2a3 Acido Amarela  Pouca Aquosa Brilhante Sim la2 Circular Lente Inteira Lisa
L31 2a3 Acido  Amarela Alta Gomosa Brilhante Nao 3a4 Circular Convexa Inteira Lisa
L32 2a3 Acido  Branca Pouca Seca Opaca Nao la2 Irregular Plana Ondulada Rugosa
L33 2a3 Acido  Amarela  Média Aquosa Brilhante Sim la2 Irregular Lente Ondulada Lisa
L34 2a3 Acido  Branca Meédia Aquosa Brilhante Nao 3a4 Circular Lente Inteira Lisa
L35 2a3 Acido Amarela  Média Aquosa Brilhante Sim 3a4 Irregular Lente Ondulada Lisa
L36 2a3 Acido  Amarela  Média Aquosa Brilhante Sim 4as Irregular Lente Ondulada Lisa
L37 2a3 Acido Amarela  Pouca Seca Opaca Sim 1 Irregular Plana Ondulada Rugosa
P1® 2a3 Acido  Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 4 Irregular  Convexa  Ondulada Lisa
P2 2a3 Acido  Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 4as Irregular ~ Convexa  Ondulada Lisa
P3 2a3 Acido  Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 5 Circular  Drop-like Inteira Lisa
P4 2a3 Acido  Amarela  Média Aquosa Brilhante Sim 2a3 Irregular Lente Ondulada Lisa
P5 2a3 Acido  Amarela  Média Aquosa Brilhante Sim 3a4 Irregular Lente Ondulada Lisa
P6 2a3 Alcalino  Branca Pouca Seca Opaca Nao 2 Irregular Lente Ondulada Lisa
P7 2a3 Acido  Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim <1 Circular ~ Convexa Inteira Lisa
P8 2a3 Acido Amarela  Média Aquosa Brilhante Sim <1 Circular Lente Inteira Lisa
P9 2a3 Neutro  Amarela  Média Aquosa Opaca Nao la2 Irregular Lente Ondulada Rugosa

...continua...
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P10 2a3 Acido  Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 7 Circular ~ Drop-like Inteira Lisa
P11 2a3 Acido  Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim la2 Circular ~ Drop-like  Ondulada Lisa
P12 2a3 Acido  Amarela  Média Aquosa Brilhante Sim la2 Irregular Lente Ondulada Lisa
P13 2a3 Acido Amarela  Pouca Seca Opaca Sim la2 Irregular Lente Ondulada Lisa
P14 2a3 Acido Amarela  Pouca Seca Opaca Sim 1 Circular Lente Inteira Lisa
P15 2a3 Acido  Amarela  Média Aquosa Opaca Nao 2a3 Irregular Lente Ondulada Rugosa
P16 2a3 Acido  Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 2a3 Irregular ~ Convexa  Ondulada Lisa
P17 2a3 Acido Amarela  Pouca Seca Opaca Sim la2 Circular Lente Inteira Lisa
P18 2a3 Alcalino Amarela  Média Aquosa Opaca Sim 3 Circular Convexa Inteira Lisa
P19 2a3 Acido Amarela  Pouca Seca Opaca Sim 1 Irregular Lente Ondulada Lisa
P20 2a3 Acido  Amarela Alta Gomosa Brilhante Nao 5 Circular ~ Convexa Inteira Lisa
P21 2a3 Acido  Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 2a3 Irregular Lente Ondulada Lisa
P22 2a3 Acido  Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim la2 Circular Convexa Inteira Lisa
P23 2a3 Acido Amarela  Média Aquosa Opaca Sim 2a3 Irregular Lente Ondulada Rugosa
P24 2a3 Acido  Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 3 Irregular Lente Ondulada Lisa
P25 2a3 Acido  Amarela  Média Aquosa Brilhante Sim 3a4d Irregular Lente Ondulada Rugosa
P26 2a3 Neutro Amarela  Média Seca Opaca Sim 2a3 Irregular Lente Ondulada Rugosa
P27 2a3 Acido  Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 6 Circular ~ Drop-like Inteira Lisa
P28 2a3 Acido Amarela  Média Seca Opaca Sim <1 Circular  Drop-like Inteira Rugosa
P29 2a3 Acido  Branca Alta Gomosa Brilhante Nio 9 Irregular Lente Ondulada Rugosa
P30 4as Alcalino  Rosa Pouca Seca Opaca Nio la2 Circular Lente Inteira Lisa
P31 2a3 Acido Amarela  Pouca Seca Brilhante Sim la2 Irregular Lente Ondulada Lisa
P32 2a3 Acido Amarela  Pouca Seca Opaca Sim <1 Irregular Lente Ondulada Lisa
P33 2a3 Acido  Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 2a3 Circular ~ Drop-like Inteira Lisa
P34 2a3 Acido  Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim Ja4 Irregular ~ Convexa  Ondulada Lisa

...continua...
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P35 2a3 Acido Amarela  Média Aquosa Brilhante Sim la2 Irregular Lente Ondulada Lisa
P36 2a3 Acido  Amarela  Média Aquosa Brilhante Sim 2a3 Irregular ~ Convexa  Ondulada Lisa
P37 2a3 Acido  Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 2a3 Irregular ~ Convexa  Ondulada Lisa
P38 2a3 Acido  Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 2 Circular Convexa Inteira Lisa
P39 2a3 Acido  Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 3a4d Irregular  Convexa  Ondulada Lisa
P40 2a3 Alcalino  Branca Pouca Seca Brilhante Nio <1 Irregular Plana Ondulada Lisa
P41 2a3 Alcalino  Branca Pouca Seca Opaca Nao Ja4 Irregular Lente Ondulada Rugosa

@ Aparecimento de colonias isoladas. ®pH do meio de cultura. ®Didmetro da colonia em mm. @Isolados obtidos do solo de Lavras.

Osolados obtidos do solo de Patos de Minas.
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