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RESUMO

O uso de bactérias solubilizadoras de fosfato pode ser uma alternativa de
baixo custo em sistemas agroflorestais na Amazdénia, onde 0s pregos e o
transporte, aliados a baixa capacidade de aquisi¢cao dos produtores, dificultam
o uso de adubos sollveis. Em solos sem histérico de cultivo, os fosfatos estdo
ligados principalmente ao Al, enquanto nos previamente cultivados e corrigidos
com calagem, esses fosfatos podem estar ligados ao Ca, limitando seus usos pelas
plantas. Existem poucas informacdes sobre bactérias solubilizadoras de fosfato
(BSF) na Amazénia, sendo necessario intensificar os estudos nesse sentido. O
primeiro passo dessas pesquisas é um estudo sobre a ecologia dessas bactérias,
identificando o local e a frequUéncia de ocorréncia. Para isso, foram coletadas
amostras de raizes de plantas nos estados do Acre, Amazonas e Rondbnia, as
quais foram colocadas em placas de Petri com um meio especifico capaz de
identificar suas presencas. Foram utilizados 28 espécies de plantas de diversas
familias e dois tipos de vegetacdo multipla (pastagem e capoeira). Os indices de
presenca dessas bactérias foram muito baixos (0-10%), evidenciando que, nessas
condigodes, essas bactérias nao contribuem efetivamente para melhorar a nutricdo
das plantas com fésforo.

Termos de indexacdo: ecologia microbiana, fésforo, acidez, frutiferas,
leguminosas, gramineas.
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SUMMARY: CALCIUM-PHOSPHATE

C. B. BARROSO & L. A. OLIVEIRA

SOLUBILIZING BACTERIA

OCCURRENCE ON THE ROOTS OF BRAZILIAN AMAZONIA

PLANTS

The use of phosphate-solubilizing bacteria can be a low-cost alternative to agroforestry
systems in the Amazonia, where prices, transport, and producers’ low buying capacity make
the use of soluble fertilizers difficult. On soils without a cultivation past, phosphates are
combined mainly to Al, while on previously limed and cultivated soils, these phosphates are
combined with Ca, limiting their use by plants. There is little information on phosphate-
solubilizing bacteria (BSF) in the Amazon; thus, further studies are needed. The first step
should be to study the ecology of these bacteria to identify where, and how frequently they
occur. Samples of plant roots were collected in the states of Acre, Amazonas and Rondénia,
and placed in Petri plates in a specific medium to identify their presence. This study used
28 species of plants of several families and two types of multiple vegetation (pasture and
secondary forest). The presence of these bacteria was very low (0-10%), suggesting that, under
those conditions, they do not contribute to improve plant nutrition with P.

Index terms: microbial ecology, phosphorus, acidity, fruit species, legume, grass.

INTRODUCAO

Cerca de 78% dos solos amazoénicos sao de baixa
fertilidade e acidez elevada (Nicholaides et al., 1983),
limitando os seus usos econdmicos tanto na
agricultura como em agroflorestas. Esses autores
estimam que 90% dos solos usados com sistemas
produtivos séo deficientes em fésforo e nitrogénio.
Isso ocorre mesmo apos cultivados e com a aplicacéo
de calagem e fosforo (Oliveira et al., 1992), pois
grande parte do P € imobilizada e fica indisponivel
para as plantas, em decorréncia da formacéo de
fosfatos de Al, Fe e Ca. Fungos micorrizicos
arbusculares e microrganismos solubilizadores de
fosfato, que se encontram nos solos, podem favorecer
a disponibilidade desse elemento para as plantas,
aumentando, assim, a eficiéncia do seu uso (Oliveira,
1991; Souza & Pereira, 1991; Nahas et al., 1994a,b).

Gerretsen (1948) demonstrou que algumas
bactérias da rizosfera sdo capazes de aumentar a
solubilizacéo do fosfato de rocha, resultando em
melhor desenvolvimento das plantas. Isto também
foi demonstrado por outros investigadores (Sperber,
1958; Louw & Webley, 1959; Kundu & Gaur, 1980;
Piccini & Azcon, 1987; Alagawadi & Gaur, 1988;
Laheurte & Berthelin, 1988; Toro et al., 1997; Tomar,
1998). Além de solubilizar fosfato de calcio,
mecanismo adequado para solos alcalinos, essas
bactérias, conforme Alexander (1977), podem
também solubilizar fosfatos de ferro, de aluminio e
outros. Desse modo, elas podem contribuir para a
solubilizagao do fosforo nos solos &cidos e de baixa
fertilidade dos trépicos, onde predominam os fosfatos
de aluminio e ferro (Oliveira, 1991; Souza & Pereira,
1991).
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Existem poucas informacdes sobre essas bactérias
na Amazdnia, como os trabalhos de Sylvester-
Bradley et al. (1982), Silva & Oliveira (1999),
Santiago & Oliveira (1999), Chagas Jr. (2000). E
preciso intensificar os estudos com essas bactérias
na regido, para avaliar se elas podem contribuir
efetivamente para o melhor aproveitamento do
fésforo do solo pelas plantas. O primeiro passo dessas
pesquisas é um estudo sobre a sua ecologia, isso €,
onde ocorrem e as suas frequiéncias. O Unico trabalho
feito na regido referente a ecologia dessas bactérias
€ o de Sylvester-Bradley et al. (1982), que avaliaram
as ocorréncias de bactérias e fungos solubilizadores
de fosfato nas raizes e rizosfera de diversas
gramineas e leguminosas na regido de Manaus.

O presente estudo teve como objetivo avaliar as
ocorréncias de bactérias solubilizadoras de fosfato
(BSF) nas raizes de plantas coletadas na Amazoénia
brasileira (estados do Acre, Amazonas e Rondonia),
em solos ainda néo utilizados e em solos que
apresentam um histoérico de cultivo.

MATERIAL E METODOS

Amostras de raizes de plantas coletadas nos
estados do Acre, Ronddnia e Amazonas foram levadas
para o Laboratorio de Microbiologia do Solo da
Coordenacdéo de Pesquisas em Ciéncias Agronémicas
(CPCA) do INPA para o presente estudo. Coletaram-
se, também, amostras de solo rizosférico e
adjacéncias das raizes para medir o pH em agua
(1:2,5), com vistas em avaliar sua acidez e fertilidade
(Cochrane et al., 1985). A analise quimica de todas
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as amostras foi impraticavel, considerando o grande
numero coletado, o que acarretaria custos elevados.
O fato de os solos acidos e com fertilidade natural,
em sua maioria, apresentarem pH que varia de 3,8
a 4,0 (Cochrane et al., 1985) e os solos adubados e
corrigidos apresentarem, normalmente, pH acima
de 5,0, leva a supor que a medicdo apenas do pH
serve de indicativo quanto ao uso ou nao de
corretivos e fertilizantes nesses solos.

Os solos amostrados apresentavam-se com
diferentes tipos de cobertura vegetal, natural ou
cultivada, em propriedades rurais dos estados. As
excec¢des sdo os solos no estado do Amazonas, da
Estacdo experimental de Hortalicas do INPA, num
Podzélico Vermelho-Amarelo, de onde se coletaram
raizes e solo rizosférico de doze espécies. As quinze
amostras de solo do estado do Acre encontravam-se,
respectivamente, com 13 espécies diferentes de
plantas e dois tipos de vegetacdes (pastagem e mata
secundaria, regionalmente denominada de capoeira),
e os de Rond6nia, com 14 espécies. A listagem de
todas as espécies estudadas (e solos rizosféricos)
encontra-se no quadro 3.

As raizes foram separadas do solo no momento
da coleta, no campo, por meio de agita¢do manual,
sem lavar com agua. Alguns residuos de solo ficaram
no rizoplano, mas esse procedimento evitou que as
bactérias aderidas nas raizes fossem retiradas pela
lavagem. No laboratério, as raizes das espécies
anuais e perenes foram cortadas em pedacgos de 1 cm
e colocadas em placas de Petri. Em cada placa, foram
colocados dez pedacos de uma mesma planta,
evitando-se, assim, misturar plantas da mesma
espécie ou de espécies diferentes. Esses pedacgos
foram colocados sobre o meio GL s6lido (10 g de
glicose, 0,5 g de extrato de levedura e 15 g de agar
por litro), mais fosfato de célcio, como citado por
Sylvester-Bradley et al. (1982), com vistas em
observar aqueles onde aparecia solubilizacdo de
fosfato apds incubacéo em laboratério por um periodo
maximo de dez dias.

De modo geral, os resultados apareceram nos
cinco primeiros dias, mas, por garantia, as placas
foram deixadas por mais tempo para avaliar possivel
crescimento tardio. O aparecimento de um halo de
solubilizagdo do fosfato em volta da raiz amostrada
foi o indicativo de positividade. A auséncia do halo
de solubiliza¢cdo em volta do pedago de raiz foi
considerada como “sem presenga visivel de BSF”. Para
assegurar que o halo de solubilizac¢éo era proveniente
de bactérias, procedeu-se a retirada de uma amostra
das raizes positivas, usando-se uma alca de platina,
replicando-a em outra placa de Petri que continha o
meio GL com &gar. Consideraram-se positivas as raizes
gue apresentaram bactérias que, depois de purificadas,
ainda solubilizavam o fosfato de calcio do meio.

As raizes coletadas na regido de Manaus,
Amazonas, foram colocadas nas placas de Petri no
mesmo dia da coleta, ou, no maximo, no dia seguinte.
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As coletadas no Acre e Rondonia foram colocadas
nas placas no maximo sete dias ap6s suas coletas no
campo. As raizes com halo de solubilizagao foram
submetidas ao isolamento e a purificacéo das bactérias
presentes, usando o meio de cultura supracitado, pelo
qual foi possivel verificar a presenca ou auséncia de
solubilizagao, confirmando-as como solubilizadoras.

Para verificar se o método adotado nao foi afetado
pelo espaco de tempo entre a coleta e a colocagdo no
meio de cultura, foi realizado um experimento com
raizes de araca-boi (Eugenia stipitata McVaugh), as
quais foram coletadas de um experimento de campo
em um Latossolo Amarelo textura argilosa e
mantidas em laboratério por um periodo maximo
de 12 dias, com as avaliacdes sendo feitas aos 0, 3, 6,
9 e 12 dias apos a coleta, criando-se uma situacao
imaginaria como se estivessem sendo transportadas
de um local distante do laboratério sem as condicoes
adequadas de conservacao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A manutencao das raizes no laboratorio por um
periodo de 12 dias nao influenciou estatisticamente
a avaliacéo das bactérias solubilizadoras de fosfato
(Quadro 1). O método néo € adequado para quantificar
a populacéo das bactérias nos pedacos de raizes, pois
mede apenas as suas presenc¢as e nao suas
guantidades. Assim,uma raiz com 10 células de BSF
pode dar o mesmo resultado positivo que uma com
10* células. No entanto, para o propésito do presente
trabalho, 0 método mostrou-se apropriado, por
permitir estimar a presenca das BSF num periodo
de tempo satisfatorio entre a coleta e a analise em
laboratério, facilitando esses estudos em regides
como a Amazénia.

Com relacéo as ocorréncias das BSF nas espécies
estudadas nos trés estados da Amazodnia (Quadros 2
e 3), foram analisadas 640 amostras do Acre, 3.278
do Amazonas e 400 de Rond6nia, totalizando 4.318
amostras (Quadro 2). Das amostras dos estados do
Acre e Rondbnia, apenas duas mostraram-se
positivas, enquanto do Amazonas obtiveram-se 155,
dando, respectivamente, as percentagens gerais de
0,31,0,50 e 4,82. A maior ocorréncia dessas bactérias
nas amostras do Amazonas pode ser explicada,
possivelmente, pelo fato de terem sido coletadas em
uma area experimental do INPA com irrigacéo
constante e em solo adubado e corrigido com
calagem, condi¢fes ndo encontradas nas areas de
coletas dos outros estados. Umidade, pH e fertilidade
adequados permitem melhor estado nutricional das
plantas (Goedert et al., 1997; Sanchez, 1997) e bom
desenvolvimento radicular, bem como a colonizacéo
rizosférica por bactérias de modo geral (Graham,
1992; Bordeleau & Prévost, 1994; Glenn et al., 1997,
Siqueira & Moreira, 1997) e de micorrizas
arbusculares (Oliveira & Oliveira, 1998).
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Quadro 1. pH do solo e presenca de bactérias
solubilizadoras de fosfato em amostras de
raizes de araca-boi, em relacdo ao tempo apos
as coletas das raizes

Dia apés a coleta

Amostra PHH,0
0 3 6 9 12
Planta 23 6,2 200 13 18 19 20
Planta 27 6,1 06 05 02 01 03
Planta 28 6,6 13 07 13 08 13
Planta 39 6,1 04 00 01 01 02
Planta 41 6,0 07 04 03 03 07
Média®@ 6,2 10,0a 58a 74a 64a 90a
Percentagem - 50 29 37 32 45

M) Nameros de pedacos de raizes com BSF de um total de
20 raizes por planta. ? Médias com a mesma letra (a) indicam
auséncia de diferenca estatistica pelo teste F a 5%. Dados trans-
formados em raiz quadrada de (x + 1) para a analise estatistica.

Além disso, 0 meio de cultura usado visa identificar
as bactérias solubilizadoras de fosfato de calcio,
supostamente muito mais presentes nos solos ja
cultivados e corrigidos com calagem, como os da regido
de Manaus. Nos solos com fertilidade natural e mais
acidos, a maior porcédo do fosfato esta ligado ao Al e,
por isso, 0 método poderia subestimar essa populagao,
ando ser que ocorram bactérias capazes de solubilizar
ambos os tipos de fosfato (de Al e de Ca).

Essa suposicédo é refor¢ada pelo fato de que
microrganismos do solo podem apresentar mais de
um mecanismo solubilizador de fosfato, conforme
observado por Nahas et al. (1994a). Esses autores
verificaram, em solos de Jaboticabal (SP), que cerca
de 5,1% das bactérias e 10,0% dos fungos, além de
solubilizadores, possuiam atividades das fosfatases
acidas e alcalinas. Sensibilidade ao pH mais elevado
do meio (pH 6,3), em contraste com o do solo (pH 3,8-
4,0), pode também explicar a auséncia das BSF nos
solos acidos, apesar de, em estudo mais recente,

C. B. BARROSO & L. A. OLIVEIRA

Chagas Jr. (2000) ter observado que 100% dos
isolamentos obtidos do presente estudo e testados
em seu trabalho foram tolerantes a acidez (pH 4,5)
e a presenca de Al (1,1 cmol, L1 de meio).

No presente estudo, as ocorréncias de BSF foram
muito baixas, com uma média geral de apenas 3,68%
das raizes positivas. As duas amostras positivas no
estado do Acre foram encontradas em raizes de jaca
e as de Ronddnia em raizes de laranjeiras (Quadro 3).
No estado do Amazonas, o total de 155 positivas foi
distribuido em diversas culturas,como o aria (18 em
1.680-1,1%), feijao-de-asa (5 em 105-4,8%), feijao-de-
metro (1 em 105-0,9%), macaxeira (11 em 305-3,6%),
pimenta (3 em 105-2,9%), taioba (31 em 1.701-1,8%),
araca-boi (73 em 882-8,3%) e cubiu (13 em 200-6,5%).
Nenhuma amostra positiva foi encontrada na
pueréria e braquiaria, as Unicas duas espécies deste
estudo também estudadas por Sylvester-Bradley et
al. (1982). No trabalho realizado por esses autores,
ao contrario deste estudo, foram encontradas
bactérias solubilizadoras de fosfato em suas raizes.

Os pHs das amostras de solos variaram de 3,6
até 7,0. Nas areas amostradas, solos com pHs acima
de 5,0 indicam que foram adubados e corrigidos com
calagem, o que pode significar parte do fosfato ligado
ao Ca. Embora tenham sido encontradas algumas
bactérias solubilizadoras de fosfato em baixos pHs
(duas em raizes de Jaca a pH 4,0 e duas em
macaxeira em pH abaixo de 4,8), a maioria absoluta
dos resultados positivos foi encontrada em solos com
pHs superiores a 4,9 (Quadro 3, Figura 1), onde
podem ter ocorrido calagem e presenca de algum
fosfato ligado ao Ca. Essa suposicéo é baseada no
fato de os solos de “terra firme” da Amazb6nia
(Latossolos e Podzélicos), com fertilidade e acidez
natural, apresentarem pHs abaixo de 4,5,
geralmente entre 3,8-4,0, onde predominam o0s
fosfatos de Al, uma vez que a saturacéo por aluminio
ultrapassa normalmente os 70% (Nicholaides et al.,
1983; Cochrane et al., 1985). Valor de pH em torno
de 5,0 indica a adicdo de pelo menos 2,0 toneladas
de calcario por hectare (Nicholaides et al., 1983;
Oliveiraetal., 1992).

Quadro 2. Presenca de bactérias solubilizadoras de fosfato em raizes de plantas (culturas) nos estados

do Acre, Amazonas e Rondoénia

Estado Total de amostra Amostra positiva Percentagem de amostra positiva
Acre 640 02 0,31
Amazonas 3.278 155 4,82
Rondbnia 400 02 0,50
Total 4.318 159 3,68
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Quadro 3. Culturas avaliadas quanto a ocorréncia de bactérias solubilizadoras de fosfato na Amazoénia

Estado da Amazdnia/ cultura - Data de Positiva / % Amostra pH do solo
= Familia total de L
ou vegetacao coleta positivas (H20)
amostra
Estado do Acre
Banana (Musa sp.) Musaceae 28/05/97 0/20 0 4,2
Biriba (Rollinia mucosa) Annonaceae 27/05/97 0/20 0 4,0
Capoeira (vegetacao variada) Diversas 27/05/97 0/10 0 4,1
Cupuacu (Theobroma grandiflorum) Sterculiaceae 28/05/97 0/70 0 4,1
05/06/97 0/30 0 3,8-5,6
06/06/97 0/20 0 3,8-5,6
Freijo (Cordia goeldiana) Meliaceae 06/06/97 0/20 0 4,8-5,3
Goiaba (Psidium guajava) Myrtaceae 05/06/97 0/50 0 3,8-4,5
Ingéa (Inga sp.) Mimosaceae 05/06/97 0/20 0 4,4
Jaca (Artocarpus heterophylla) Moraceae 05/05/97 2/40 5,0 4,0
Macaxeira (Manihot esculenta) Euphorbiaceae 28/05/97 0/30 0 4,2-4,4
Manga (Mangifera indica) Anacardiaceae 27/05/97 0/20 0 3,9-4,1
06/06/97 0/70 0 3,9-4,1
Laranja (Citrus sinensis) Rutaceae 27/05/97 0/30 0 4,2
Pastagem (vegetacdo variada) Diversas 06/06/97 0/20 0 4,4-4,7
Pueraria (Pueraria phaseoloides) Papilionaceae 28/05/97 0/10 0 4,8
Pupunha (Bactris gasipaes) Palmae 27/05/97 0/20 0 4,8
28/05/97 0/30 0 4,1-4,9
05/06/97 0/30 0 4,1-4,9
06/06/97 0/10 0 4,1-4,9
Tangerina (Citrus reticulata) Rutaceae 27/05/97 0/60 0 4,1
06/06/97 0/10 0 4,1
Estado do Amazonas
Acerola (Malpighia glabra) Malpighiaceae 08/07/97 0/100 0 4,4
Ariéa (Calathea allouia) Marantaceae 14/05/98 5/756 0,7 5,3-6,1
25/06/98 13/924 1,4 5,8-6,3
Aracé-boi (Eugenia stipitata) Myrtaceae 25/06/98 73/882 8,3 6,0-6,6
Cumaru (Dipteryx odorata) Papilionaceae 03/07/97 0/100 0 4,0
Cupuacu (Theobroma grandiflorum) Sterculiaceae 14/08/97 0/100 0 4,3
Feijao-de-asa (Psophocarpus Papilionaceae 24/04/98 5/105 4.8 5,3
tetragonolobus)
Feijdo-de-metro (Vigna unguiculata) Papilionaceae 24/04/98 1/105 0,9 5,2
E“;':':/Zr“;i‘:l')::?s')a cupana Sapindaceae 14/08/97 0/100 0 4,3
Macaxeira (Manihot esculenta) Euphorbiaceae 24/04/98 9/105 8,6 4,9
09/02/99 2/200 1,0 4,3-4,8
Pimenta (Piper sp.) Piperaceae 24/04/98 3/105 2,9 5,4
Taioba (Colocasia esculenta) Araceae 24/04/98 3/105 2,9 5,4
06/05/98 28/1596 1,8 5,7-6,4
Cubiu (Solanum sessiliflorum) Solanaceae 09/02/99 13/200 6,5 6,3-7,0
Estado de Rondénia
Banana (Musa sp.) Myrtaceae 27/05/97 0/10 0 4,9
Biriba (Rollinia mucosa) Annonaceae 28/05/97 0/10 0 4,3
Braquiéaria (Brachiaria sp.) Poaceae 28/05/97 0/30 0 4,1
Café (Coffea arabica) Rubiaceae 28/05/97 0/20 0 4,9
Cerejeira (Prunus sp.) Rosaceae 06/06/97 0/10 0 4,9
Coco (Cocus nucifera) Palmae 06/06/97 0/70 0 5,9
Cupuacu (Theobroma grandiflorum) Sterculiaceae 28/05/97 0/30 0 4,1-5,1
06/06/97 0/20 0 5,5
Freijo (Cordia goeldiana) Meliaceae 27/05/97 0/20 0 5,5
06/06/97 0/10 0 5,5
Laranja (Citrus sinensis) Rutaceae 28/05/97 2/20 10,0 4,9
06/06/97 0/30 0 4,9
Manga (Mangifera indica) Anacardiaceae 28/05/97 0/10 0 3,8
06/06/97 0/20 0 3,8
Pueréria (Pueraria phaseoloides) Papilionaceae 28/05/97 0/20 0 3,6
Pupunha (Bactris gasipaes) Palmae 27/05/97 0/20 0 4,9
Tangerina (Citrus reticulata) Rutaceae 28/05/97 0/10 0 4,4
Teca (Tectona grandis) Caesalpiniaceae 27/05/97 0/30 0 5,2
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Figura 1. Presenca de bactérias solubilizadoras de
fosfato nos solos amazdnicos com diferentes pHs.

Os dados apresentados indicam que, nas
condicBes naturais estudadas, as ocorréncias dessas
bactérias s@o baixas ou ausentes na maioria das
raizes das plantas.

CONCLUSOES

1. Os indices de presenca de bactérias
solubilizadoras de fosfato de calcio nas raizes das
plantas variaram de 0 a 10%.

2. Suas presencas foram maiores em raizes de
plantas coletadas em solos com pH acima de 5,0.
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