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RESUMO - O objetivo deste trabalho € selecionar e
avaliar 39 bactérias isoladas de solo rizosférico de
milho quanto ao potencial de solubilizacdo de
fosfatos naturais, além da caracterizagdo molecular
dessas bactérias pela amplificagdo e sequenciamento
da regido 16S do rDNA. Foram avaliados dois
fosfatos de rocha (fosfato de Araxa e fosfato de
Itaf6s). O fosfato de Itafés apresentou maiores
valores de solubilizacdo comparado ao fosfato de
Araxd, sendo que a cepa mais eficiente no fosfato de
Itaf6s (B58) foi também a que se destacou no fosfato
de Arax4, solubilizando respectivamente 29,20% e
19,74% do fésforo adicionado a0 meio de cultura
Observou-se também a reducdo do pH nos
tratamentos inoculados com as estirpes mais
eficientes. Os géneros Burkolderia, Bacillus e
Arthrobacter foram os que mais se destacaram na
solubilizagdo de fosforo dentre as bactérias
avaliadas. Este resultado indica o potencia de
utilizacdo dessas estirpes como biofertilizantes para
agregar valor aos fosfatos de rocha na agricultura.
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INTRODUCAO - Os solos do Cerrado brasileiro,
constituem as novas fronteiras agricolas do pais.
Entretanto, nesta regido predominam os latossolos
(cerca de 50%), que apresentam ato grau de
intemperismo e, consequentemente, elevada acidez e
baixa disponibilidade de nutrientes essenciais, como
o fésforo (Novais & Smyth, 1999).

O fosforo (P) constitui um dos fatores limitantes
da producdo agricola, dada sua importancia no
metabolismo vegetal, atuando nas fungdes bésicas
das células, como formagdo dos &cidos nucléicos e

de fosfolipideos, além da producdo, fluxo e estoque
da energia por meio das moléculas de ATP e
NADPH em vérios processos bioldgicos, como
fotossintese e respiracdo. Dessa forma, o fosforo
influencia todo o ciclo do desenvolvimento vegetal,
podendo favorecer o amadurecimento precoce das
culturas (Stauffer & Sulewski, 2004).

Com intuito de elevar a produtividade agricola
s80 adicionadas aos solos grandes quantidades de
adubos fosfatados. Desses, apenas de 10 a 20% sdo,
efetivamente, utilizados pelos vegetais (Vance et al.,
2003). Portanto, verifica-se que, apesar de grande
parte dos solos brasileiros apresentarem teores
elevados de fosforo total, a maior concentragcdo de
fosforo é encontrada em formas pouco sollveis
sendo assim, indisponiveis para as plantas (Raij,
1991).

Devido a esses fatores e por causa da
dependéncia nacional do mercado externo para o
suprimento dos fertilizantes fosfatados, pesquisas
tém sido desenvolvidas nas Ultimas décadas visando
a utilizacdo de fosfatos naturais como fontes
aternativas para a adubacdo fosfatica (Braga et al.,
1980, Defilippe, 1990; Steiner, 2009). Contudo, o
emprego direto dessas fontes naturais de fosforo no
solo ndo é economicamente recomendavel devido a
baixa disponibilidade desse nutriente, sobretudo nos
solos tropicais, onde este mineral é adsorvido com
facilidade (Simpson et al., 1997).

Diante disso, tem-se buscado o0 uso de
microrganismos do solo com capacidade de
solubilizagdo do fosforo a partir dessas fontes pouco
soliveis (Moreira & Siqueira, 2006). A maioria
destes estudos tem procurado avadiar as
caracteristicas genéticas associadas a estes
microrganismos, visando uma maior compreensdo



da eficiéncia e da capacidade da comunidade
microbiana em solubilizar diversos tipos de fosfato
para a selecdo de espécies potencialmente Uteis para
ainoculagdo em plantas (Souchie et a., 2005).

Este trabalho tem como objetivo sdecionar e
avaliar estirpes de bactérias do solo com potencial
de solubilizag&o de fosfatos

MATERIAL E METODOS - Foram avaliadas 39
cepas de bactérias, pertencentes a Colecdo de
Microrganismos Multifuncionais da Embrapa Milho
e Sorgo, quanto a capacidade de solubilizacdo do
fosfato de Araxa A patir desta avdiacdo
selecionaram-se as 12 estirpes mais eficientes para
avaliar o potencia de disponibilizagdo de fosforo em
fosfato de Itafos. Os tratamentos foram constituidos
de dois controles (meio de cultura e 0 meio de
cultura contendo fosfato de rocha na auséncia de
bactéria). Foram utilizados erlenmeyers de 250 mL
contendo 50 mL de meio de cultura liquido
(NIBRIP) (Nautiyal, 1999), com 0,5 % (m/v) do
fosfato de rocha, como Unica fonte de fésforo e 0,5
mL de suspensfo bacteriana (10° células mL™) para
os tratamentos inoculados. Os indculos e o0s
controles foram incubados a 28 °C com agitagdo por
10 dias.

As amostras foram filtradas e o fosforo sollvel

determinado pelo método colorimétrico de Murphy
& Riley (1962), subtraindo-se a amostra controle
(meio de cultura com fosfato de rocha sem
inoculagdo). Além disso, determinou-se o pH fina
para todos os tratamentos.
Todos o0s ensaios foram analisados segundo
delineamento inteiramente casualizado com trés
repeticdes. Os dados foram submetidos a andlise de
varincia  utilizando-se o0 programa Sisvar
(FERREIRA, 1998).

Efetuou-se ainda a caracterizagdo e identificagcéo
molecular das estirpes, com base na sequéncia de
nucleotideos da regido 16S rDNA utilizando-se os
primers universais F968 e R1401 (Nubel et a.,
1996) .

RESULTADOS E DISCUSSAO - De acordo com
os resultados da biossolubilizacdo do fosfato de
Araxé foi observada diferenca significativa (p<0,05)
no potencia dos isolados testados, sendo que, dentre
as 39 bactérias avaliadas, 12 cepas disponibilizaram
de 15 a 20% do fésforo (Tabela 1). Em comparagao,
0 superfosfato  simples, fonte  utilizada
convencional mente na adubac&o fosfatada, apresenta
18% de P,Os, sendo que deste total apenas 16% é
sollvel em &gua (Korndorfer, 1978).

As estirpes B58 e B32 foram as mais eficientes na
solubilizagdo do fosfato de Araxd solubilizando
19,74% e 18,62% de fésforo, respectivamente, em
redacdo ao controle. A estirpe B78 foi a menos

eficiente, com liberacdo de apenas 0,03% do fésforo
presente nesse fosfato de rocha. Pérez et a. (2007),
também  encontraram  diferentes niveis de
solubilizag@o de fosfato de célcio entre 130 isolados
de bactérias.

Os resultados da solubilizacgo do fosfato de Itafés
(Tabela 1) também demonstraram variacdo
significativa (p<0,05) entre as 12 bactéias
avaiadas, sendo a estirpe B58 novamente a mais
eficiente, com disponibilizagdo de 29,20% de
fosforo comparado ao tratamento controle. Em
seguida, destacaram-se as estirpes B48 e B82 com
elevada capacidade de solubilizagdo do fosfato de
Itafés, liberando 25,85% e 25,34% de fosforo,
respectivamente. Entretanto, as estirpes B124 e B86
ndo solubilizaram este fosfato de rocha quando
comparadas a amostra controle. Este resultado pode
indicar que houve maior consumo de fésforo solvel
pelos isolados do que a liberacdo no meio, como
ocorrido com aguns resultados de solubilizagdo
negativa encontrados por Massenssini (2007).

Os dados do pH fina (Tabela 1), tanto para o
fosfato de Itafés quanto para o fosfato de Araxd,
apresentaram dta correlacBo negativa com a
capacidade de solubilizacgo de fésforo (R=-0,82 e
-0,89, respectivamente) e diferenca significativa
(p<0,05) entre as estirpes. Nahas (1996), em estudo
do potencia de liberacdo de fésforo por 42
microrganismos em meio de cultura liquido, também
observou uma reducéo dos valores do pH para os
tratamentos inoculados com a bactéria Pseudomonas
cepacia que foi a cepa mais eficiente em todos os
fosfatos testados.

A caracterizagdo molecular dos isolados pode ser
visualizada na Tabela 2. Observou-se que 0s géneros
Burkolderia, Bacillus e Arthrobacter foram os que
sobressairam na biossolubilizacdo dos fosfatos
testados, sendo a estirpe B58 (Burkholderia cepacia)
a espécie mais eficiente na solubilizaco do fosforo
tanto no fosfato de Araxa quanto de Itafds. A estirpe
B32 (Bacillus pumilus) foi também eficiente para
solubilizago do fosfato de Araxa Ja as cepas B48 e
B82 identificadas como Burkholderia sp. foram
eficientes para as duas fontes. Cheng & Y ong-Song
(1993) analisaram 21 colbnias de bactérias
solubilizadoras de fosfato isoladas do solo e
verificaram que o género Bacillus foi o mais
predominante, além dos géneros Pseudomonas,
Arthrobacter, Dexia, Xanthozomonas e
Aplanobacter. Perez et a. (2007) observaram que 0s
géneros Burkholderia, Serratia, Ralstonia e Pantoea
foram o0s mais frequentes dentre bactérias
solubilizadoras de fosforo que colonizam
naturalmente solos &cidos ricos em ferro do Sudeste
da Venezuela



CONCLUSOES - Algumas estirpes bacterianas
apresentaram eficiéncia multipla para solubilizagdo
dos fosfatos de Araxa e Itafés, podendo se tornar
Uteis em estudos futuros para uso como
biofertilizante na agricultura.

- A caracterizagdo molecular permitiu identificar
géneros e espécies importantes para 0 processo de
solubilizagdo das fontes de fésforo e também
permitiu concluir que h& variabilidade genética entre
0s isolados eficientes na solubilizagdo de fésforo.

- As espécies de bactérias mais eficientes na
solubilizagdo de ambos os fosfatos foram
Burlkolderia cepacia e Bacillus pumilus.

- Foi observada uma dta correlacdo negativa entre
solubilizacdo de fosfato e pH final do meio de
cultura.
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Tabela 1. Porcentagem de solubilizacdo e pH final do meio de cultura apés 10 dias de incubagcdo das
bactérias na presenca de fosfato de Araxa e de Itafés. Médias de trés repeticoes



Isolado P (%) pH P(%) pH Isolado P (%) pH Isolado P (%) pH
Araxd Araxa Itafés  Itafos Araxa  Araxa Araxa Araxa
B5 17,40 319 2021 320 B7 6,87 3,93 B34 16,19 3,10
B2 13,95 319 1874 324 B17 14,00 319 B104 2,02 5,46
B58 19,74 305 2920 3,04 B46 18,18 3,18 B11 1504 3,09
B62 16,72 311 430 1,37 B52 131 7,33 B37 1563 3,08
B32 18,62 3,15 210 4,33 B78 0,03 6,21 B44 14,70 3,08
B124 13,97 3,17 0,00 4,46 B118 1,90 4,47 B6 4,65 3,89
B70 16,91 312 321 4,08 B121 347 4,24 B3 5,05 391
B9l 17,76 319 2407 314 B18 1,45 4,66 B4 8,97 3,44
B82 17,93 319 2534 316 B16 1,42 4,70 B76 5,91 3,55
B86 13,99 3,16 0,00 4,25 B31 0,69 4,74 B116 13,72 322
B119 12,15 320 2048 317 B19 1,19 4,81 B65 8,25 3,38
B48 17,45 322 2585 3,15 B15 6,35 4,65 B45 1221 343
B20 18,32 315 - - B43 1555 3,07 Bl 3,47 4,24
Tabela 2. Caracterizagdo molecular dos isolados de bactérias
Isolado Espécie Acesso Similaridade Isolado Espécie Acesso Similarida
GenBank GenBank de
B5 Burkolderia cepacia  EF602558 98% B18 Bacillus sp. EU864320 92%
B2 Pantoea ananatis FJ611812 94% B16 Bacillus pumilus EU586783 97%
B58 Burkolderia cepacia  AY509957 89% B31 Bacillus pumilus EU147190 97%
B62 Arthrobacter sp. AF408967 98% B19 Uncult. Paenibacillus EU647536 90%
B32 Bacillus pumilus FJ641028 99% B15 Snomonas flava EU370704 97%
B124 Arthrobacter sp. FJ685644 97% B43 Senotrophomonas AF068009 96%
maltophilia
B70 Bacillus subtillis FJ483514 89% B34 Burkholderia sp. FJ34111 89%
B91  Burkolderia cenocepacia EF602557 98% B104 Bacillus cereus DQ884352 90%
B82 Burkolderia sp. AB480713 98% B11 Burkholderia sp. FJ930075 97%
B86 Arthrobacter sp. DQ985470 89% B37 Burkholderia sp. AB480713 96%
B119 Bacillus subtillis FJ483514 89% B44 Burkholderia cepacia GQ359110 98%
B48 Burkolderia sp. FJ334111 90% B6 Acinetobacter FJ976598 98%
calcoaceticus
B20 Uncult. Paenibacillus  EU647536 99% B3 Bacillus sp. EU864320 89%
B7 Citrobacter sp. GU056358 99% B4 S maltophilia FJ481929 89%
B17 Serratia sp. HM045833 96% B76 Pantoea sp. GU271945 96%
B46 Burkholderia sp. FJ644952 96% B116 Bacillus pumilus FJ641028 99%
B52 Burkholderia sp. AM992063 90% B65 Uncult. Pseudomonas  FJ542901 95%
B78 - - - B45 Burkholderia sp. FJ930075 98%
B118 Bacillus pumilus FJ641028 96% B1 Bacillus megaterium  FJ393316 92%
B121 Uncult. Pseudomonas HM011904 98%




