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RESUMO

Os objetivos desse trabalho foram avaliar se a producdo de Aacidos
organicos estd envolvida com a solubilizacdo de fosfatos por bactérias em meio
de cultura NBRIP com diferentes fontes de carbono e com diferentes valores
iniciais de pH, além de verificar a contribui¢do destas no crescimento de
leguminosas e gramineas. As estirpes utilizadas foram a UFLA 03-08, UFLA
03-09, UFLA 03-10, UFLA 03-106 ¢ UFLA 03-116 isoladas de nédulos de
feijdo caupi. Testou-se quatro fontes de carbono, separadamente, em meio
NBRIP sélido e liquido com Ca;(PO,), e também com FePO,.2H,0. Os valores
iniciais do pH foram: 5,0; 6,0 e 7,0. Os experimentos foram avaliados de forma
independente. Também se avaliou a produgdo de 4cidos organicos. Para os
experimentos in vivo, em condicdes estéreis, os tratamentos consistiram da
inoculacdo das cinco estirpes, separadamente, em vasos Leonard contendo, na
parte superior, 0,25 g de Caz(PO,), e quatro controles, sem inoculagdo, trés com
as seguintes concentracdes de fésforo solivel: 0,75; 7,5 e 150 mg de P L', e
um, sem inoculacdo mas com 0,25 g de Ca3(PO,),. J4 em condi¢cdes ndo estéreis,
os tratamentos consistiram da inoculacdo das mesmas estirpes, separadamente,
em vasos com solo (2 dm™) contendo 6,0 g de fosfato natural de Araxd; um
controle com o fosfato natural de Araxa sem inocula¢do; dois controles contendo
150,0 e 300,0 mg de fésforo soltvel vaso” aplicado na forma do adubo super
triplo; e um controle sem a adicdo de fésforo solivel, sem adicdo de fosfato
natural de Araxd e sem inoculagdo. As estirpes UFLA 03-08, UFLA 03-10 e
UFLA 03-106 solubilizaram Ca3(PQO,),, no meio liquido, independentemente da
fonte de carbono. Porém, houve diferencas na quantidade solubilizada, sendo os
maiores valores de fosforo solivel, encontrados na presenga de glicose seguida
de manitol, depois lactose e celulose. Nenhuma das estirpes produziu 4cidos no
meio com celulose. Nao houve solubilizacdo do FePO,.2H,0. As estirpes UFLA
03-08, UFLA 03-09, UFLA 03-10 e UFLA 03-106 solubilizaram Ca3;(PO,),, no
meio liquido, independentemente do valor inicial do pH, sem, no entanto, haver
diferencas significativas entre os tratamentos. Para essas estirpes, foi verificada a
producgdo de 4cidos organicos, também para todos os valores iniciais de pH, mas
apresentando diferencas significativas entre os tratamentos. A estirpe UFLA 03-
116 foi a dnica a ndo produzir 4cidos organicos em nenhuma das condicdes de
cultivo. Os resultados demonstram variacdo na contribui¢do do crescimento das
plantas via solubilizacdo de fosfato quando analisadas em condicdes estéreis e
ndo estéreis, mas ficou evidente a contribuicdo na promocgdo do crescimento de
leguminosas e gramineas por meio da melhoria da nutricdo fosfatada,
nitrogenada e em alguns casos melhorou a nutri¢do de diversos nutrientes.

Palavras chaves: Acinetobacter. Rhizobium. Zea may., Phaseolus vulgaris.
Brachiaria decumbens. Vigna unguiculata.



ABSTRACT

The objectives of this study were to evaluate if the organic acids
production is involved in phosphate solubilization by bacteria in culture medium
NBRIP with different carbon sources and with different initial values of pH,
further to identify their contribution in the growth of legumes and grasses. The
strains used were UFLA 03-08, UFLA 03-09, UFLA 03-10, UFLA 03-106 and
UFLA 03-116 isolated from nodules of cowpea. Four carbon sources were
tested, separately, in midst NBRIP solid and liquid with Ca;(PO,), and also with
FePO,.2H,0. The initial pH values were: 5.0, 6.0 and 7.0. The experiments were
evaluated independently. The organic acids production also was evaluated. For
in vivo experiments, in sterile conditions, the inoculation treatments consisted of
five strains, separately, in pots Leonard containing at the top, 0.25g of Cas;(PO.),
and four controls, without inoculation, three following concentrations of soluble
phosphorus: 0.75, 7.5 and 15.0mg of P L', and one, without inoculation, but
with 0.25g of Ca;(PO,),. Already in non-sterile conditions, the inoculation
treatments consisted of the same strains, separately, in pots containing soil (2
dm™) 6.0 g of natural phosphate Arax4; a control with a natural phosphate Araxa
without inoculation; two controls containing 150.0 and 300.0 mg of soluble
phosphorus pot” applied as the fertilizer triple super; and a control without the
soluble phosphorus addition, without the addition of natural phosphate Araxa
and without inoculation. Strains UFLA 03-08, UFLA 03-10 and UFLA 03-106
solubilized Ca3;(PO,),, in liquid medium, independently of the carbon source.
However, there was difference in the amount solubilized, being the highest
values of soluble phosphorus, found in the glucose presence followed by
mannitol, after lactose and cellulose. None of the strains produced acid in
medium with cellulose. There was not solubilization of FePO42H,O. Strains
UFLA 03-08, UFLA 03-09, UFLA 03-10 and UFLA 03-106 solubilized
Ca;3(POy),, in the liquid medium, independently the initial value of pH, without,
however, significant differences between treatments. For these strains was
observed the organic acids production, also for all initial values of pH, but
presenting significant differences between treatments. Strain UFLA 03-116 was
the only one not produce organic acids in any of the cultivation conditions. The
results show variation in the growth contribution of plants through phosphate
solubilization when analyzed in sterile and non-sterile conditions, but it was
evident the contribution in promoting the growth of legumes and grasses through
improved phosphorus nutrition, nitrogen and in some cases improved nutrition
of various nutrients.

Keywords: Acinetobacter. Rhizobium. Zea may. Phaseolus vulgaris. Brachiaria
decumbens. Vigna unguiculata.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O fésforo € um elemento que desempenha importantes fungdes
metabdlicas nas plantas, limitando o crescimento vegetal em solos onde é baixa
sua disponibilidade, como € o caso dos solos tropicais.

A interagdo do fésforo com os constituintes do solo, como o célcio, o
aluminio e o ferro e sua lenta taxa de difusdo na solugdo do solo, o tornam o
nutriente menos prontamente disponivel as plantas em solos tropicais e sub-
tropicais. A reteng¢do do fésforo adicionado ao solo, em formas ldbeis ou nio,
ocorre tanto pela precipitacdo deste em solucdo com formas idnicas de célcio,
ferro e aluminio como, principalmente, pela sua adsor¢@o a superficie de 6xidos,
hidréxidos e oxi-hidréxidos de ferro e aluminio, presentes, em maiores
quantidades em solos mais intemperizados (NOVAIS; SMITH, 1999), dando
origem aos fosfatos inorginicos insoliveis. Essa transformacdo diminui a
disponibilidade desse nutriente para as plantas e reduz a eficdcia do adubo. Com
isso hd a necessidade da aplicacdo de quantidades crescentes de fertilizantes
fosfatados para sustentar a produgdo agricola. Portanto, apesar de muitos solos
possuirem uma elevada quantidade de fésforo total, atingindo cerca de 0,05% do
contetdo no solo, apenas 0,1% desse fosforo estd prontamente disponivel para
as plantas (ZOU; BINKLEY; DOXTADER, 1992).

Os microrganismos desempenham func¢des primordiais no aumento da
disponibilidade do fésforo do solo para as plantas, por meio de mecanismos que
afetam a estrutura, a quimica, a bioquimica e a fisiologia do ambiente radicular.
Dentre esses mecanismos, destaca-se a capacidade de solubilizar fontes de
fosfatos inorgénicos insoliveis, aumentando o conteido de fésforo solivel na

solugdo do solo e, consequentemente, a disponibilidade para as plantas,
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desempenhando, assim, papel fundamental no ciclo biogeoquimico do fésforo
em ecossistemas naturais e agricolas. Diferentes grupos de microrganismos
desempenham esta funcdo, sendo representados por bactérias, fungos e
actinobactérias, entre eles tém-se os géneros: Acinetobacter, Bacillus,
Burkholderia, Bradyrhizobium, Enterobacter, Mesorhizobium, Paenibacillus,
Pantoea agglomerans, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia marcescens,
Penicillium, Aspergillus, Micromonospora como os que t€ém se destacado na
solubilizagdo de fosfatos (HALDER et al., 1990, RODRIGUEZ; FRAGA, 1999;
PEIX et al., 2001; ALIKHANI; SALEH-RASTIN; ANTOUN, 2006; RICHA;
KHOSLA; REDDY, 2007; EL-TARABILY et al., 2008; HAMEEDA et al.,
2008; FARHAT et al., 2009; MARRA et al., 2011; MARRA et al., 2012; ZENG
et al., 2012).

Os microrganismos utilizam-se de mecanismos como a produgdo e
liberagdo de d4cidos organicos de baixo peso molecular (SPERBER, 1958;
MARRA et al., 2012), que solubilizam formas precipitadas de fésforo, como os
fosfatos de ferro e aluminio nos solos 4cidos e os fosfatos de célcio em solos
alcalinos, atuando como fontes de prétons ou na quelagdo do elemento
acompanhante do ion fosfato. Destacam-se, entre a grande variedade de 4cidos
organicos produzidos, os dcidos butirico, citrico, gluconico, 2-cetogluconico,
fumarico, latico, mélico, maléico, mal6nico, oxdlico, propidnico, succinico e
tartdrico. Entretanto, outros mecanismos como a extrusdo de prétons via
respiracdo celular e absorcdo de amdnio como fonte de nitrogénio (ILLMER;
SCHINNER, 1992), além da produc¢do de exopolissacarideos (YI; HUANG; GE,
2008) e de sider6foros (HAMDALI et al., 2008) também sao relatados.

Alguns trabalhos tém demonstrado que a inoculacdo de Rhizobium
promove a solubilizacdo de fosfatos do solo aumentando a producio de espécies
ndo leguminosas como milho e alface (CHABOT; ANTOUN; CECAS, 1993;

CHABOT et al., 1996); outros t€ém demonstrado a contribui¢@o na inoculagdo de
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bactérias do género Acinetobacter no crescimento de repolho, pepino,
margarida, cevada, trigo e grao-de-bico (KANG et al., 2009; PEIX et al., 2009;
OGUT; ER; KANDEMIR, 2010).

Dessa forma, os objetivos desse trabalho foram avaliar se a producio de
acidos organicos por bactérias estd envolvida com a solubiliza¢do de fosfatos e

verificar a contribuicio dessas no crescimento de leguminosas e gramineas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fésforo no solo e microrganismos solubilizadores de fosfatos

O Brasil possui a maior drea de terras agricultiveis do mundo. No
entanto, essas terras sdo geralmente solos de baixa fertilidade que requerem a
aplicacdo de grandes quantidades de corretivos e fertilizantes, destacando-se os
fosfatados. As culturas apresentam excelentes respostas a fésforo, que se tornou
um insumo essencial para o agronegdcio brasileiro, especialmente na regiao do
cerrado, onde mais de 90% dos solos apresentam extrema deficiéncia, com
menos de 2 mg de fésforo kg de solo 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-se matéria prima importada.
Portanto, o fésforo é um recurso estratégico para o Paifs, pois sem este a
producdo agricola é limitada.

A propor¢ao entre fésforo de formas orgénicas e inorginicas varia com
o teor de matéria organica dos solos, sendo a maior parte das formas inorganicas
sais do 4cido ortofosférico (H;PO4). Nem todas as espécies de fosfatos s@o
comuns na faixa normal do pH dos solos. O 4cido indissociado (H;PO,4) sé
predomina em meios muito dcidos (pH < 2,15), ao passo que o anion trivalente
(PO,”) s6 aparece em valores de pH muitos altos (pH > 12,3). As espécies mono
e divalentes sdo que predominam nos ambientes naturais, com valores de pH
fora dos extremos (TAN, 1993; MELLO; PEREZ, 2009).

A maior parte do fésforo aplicado ao solo fica retida (precipitada ou
adsorvida) em suas particulas, acumulando-se, com o tempo, na forma de fosfato
inorgénico insolivel. Essa forma € bastante estdvel e pode ser determinada por
fracionamento quimico (CHANG; JACKSON, 1957), que tem mostrado

predominéncia de fosfato de ferro, seguida do fosfato de aluminio e do fosfato
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de célcio, para a maioria dos solos. O mineral goethita, seguido de hematita, da
caulinita e da gibbsita contribuem com a adsor¢do de f6sforo na ordem de 8060
nge' 5613 ugg’, 728 ug g'e 534 ug g, respectivamente (RESENDE; CURI,
SANTANA, 1988). Estas formas sdo muito estaveis e de baixa reversibilidade,
ndo sendo aproveitdveis pelas plantas. Além disso, a solubilidade destas formas
diminui com suas respectivas idades (RAIJ, 2004). A quantidade de fésforo em
diferentes fragdes em solos brasileiros cultivados por mais de 10 anos aumenta
em média 2,8 vezes para fosfato de aluminio, 2,3 vezes para fosfato de ferro e
praticamente sem alteracdo para fosfato de célcio, como verificado por Motta et
al., (2002).

Devido a sua dindmica no solo, o fésforo é, dentre os nutrientes para as
plantas, o mais limitante nos solos tropicais e sub-tropicais (RAIJ, 1991;
NOVAIS et al., 2007). Por outro lado, Goldstein et al. (1993) estimam que a
quantidade de fésforo acumulada nos solos agricolas seria suficiente para
sustentar a producdo agricola mundial por cerca de 100 anos sem a adicdo do
fosforo extra, se o fosforo ja aplicado e retido pudesse ser aproveitado pelas
culturas.

Vérios grupos importantes da comunidade microbiana edifica ou da
rizosfera sdo capazes de solubilizar fosfatos inorganicos insoldveis, por meio de
mecanismos diversos (GERRETSEN, 1948; SPERBER, 1957, 1958;
ALEXANDER, 1961; SYLVESTER-BRADLEY et al., 1982; NAHAS; ASSIS,
1992; RASHID et al., 2004; EL-TARABILY et al., 2008; MARRA et al., 2011).
Isso torna a solubilizagcdo de diferentes fontes de fésforo inorganicos insoltveis
(hidroxiapatita, fluorapatita, variscita, estrengita, etc) em uma das principais
alternativas sustentdveis para aumentar a disponibilidade deste nutriente as
plantas (CHABOT; ANTOUN; CECAS, 1993; CHABOT et al., 1996, 1998;
KIM et al., 1998; RICHA; KHOSLA; REDDY, 2007; HAMEEDA et al., 2008;
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PEIX et al., 2009; GULATI et al., 2010; OGUT; ER; NEUMANN, 2011; ZENG
et al., 2012).

A comunidade microbiana do solo é extremamente abundante na
rizosfera, onde sua atividade bioquimica pode aumentar sensivelmente a
absor¢do de fosforo pelas plantas (ALEXANDER, 1961). Gerretsen (1948)
conseguiu demonstrar que a atividade microbiana na rizosfera dissolveu o
Ca3(POy),, CaHPO,, Fe;(PO,), e fosfato natural de Marrocos e promoveu
melhor nutri¢do fosfatada de centeio (Secale cereale L.), aveia (Avena sativa
L.), mostarda (Sinapis alba) e girassol (Helianthus annuus L.).

Essa capacidade solubilizadora existe também entre os fitossimbiontes,
como rizébio (Burkholderia, 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; ANDRADE; FAQUIN, 2004;
ALIKHANI; SALEH-RASTIN; ANTOUN, 2006; DAIMON et al., 2006;
RIVAS et al., 2006; SRIDEVI; MALLAIAH; YADAV, 2007; MARRA et al.,
2011), destacando-se os géneros Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium, Penicillium
e Aspergillus como os de maiores capacidade solubilizadora de fosfatos
inorganicos insoliveis (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999). Também tem sido
relatada a solubilizac@o por leveduras (NARSIAN et al., 2010) e actinobctérias
(EL-TARABILY et al.,, 2008). Assim, microrganismos com capacidade de
solubilizar diferentes formas de fosfatos t€m potencial para aumentar o
aproveitamento do fésforo presente na fase sélida do solo, constituindo-se em

alternativa vidvel para inoculacio de plantas.
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2.2 Mecanismos de solubilizacao de fosfatos

A capacidade dos microrganismos em solubilizar fosfatos inorganicos
insoldveis tem sido atribuida a reducido do pH ao seu redor. Segundo Stumm e
Morgan (1995) e Whitelaw (2000) o abaixamento do pH promove maior
solubilizagdo de fosfatos inorganicos insoldveis tais como Caz(POy),,
Ca;(PO,);(OH), Cas(POy);F, AIPO4 e FePO,.

Apesar de alguns autores (HALDER et al., 1990; HWANGBO et al.,
2003; CHUANG et al.,, 2007) demonstrarem que a quantidade de fésforo
solubilizada por diferentes microrganismos foi relacionada a producdo de 4cidos
organicos no meio de cultura, para Illmer e Schinner, (1992) ndo existe uma
correlagdo linear e positiva neste processo.

Neste contexto, este trabaho descreve alguns mecanismos de
solubilizagdo: a) o primeiro que serd abordado € a producdo de dcidos orginicos
(SPERBER, 1957, 1958; DUFF; WEBLEY, 1959; TAHA et al., 1969;
HALDER et al.,, 1990; CUNNINGHAM; KUIACK, 1992; HARIPRASAD;
NIRANJANA, 2009), o qual €, frequentemente, o mais citado e estudado pelos
pesquisadores.

Para este mecanismo, as fontes de fosfatos inorganicos insoliveis sdo
solubilizadas pelos microrganismos considerados solubilizadores por meio da
producdo de 4cidos organicos que tanto podem diminuir o valor do pH quanto
atuar como agentes quelantes dos elementos acompanhantes do ion fosfato (Ca,
Al e Fe) (BOLAN et al., 1994; NAHAS, 1999; LIN et al., 2006). Assim, a
oxidacdo da glicose a 4cido glucdnico, por meio da enzima glicose
desidrogenase, que por acdo da enzima 4cido gluconico desidrogenase é oxidada
a 4cido 2-cetoglucdnico, resulta na acidificacdo da regido ao redor da célula,
constituindo-se em mecanismo eficiente de solubilizacdo de fosfatos para

algumas bactérias Gram negativas (KPOMBLEKOU-A; TABATABAI, 1994;
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BABU-KHAN et al., 1995; RODRIGUEZ; FRAGA, 1999; SONG et al., 2008).
Os prétons (H") liberados na oxidagdo do dcido gluconico, elevando a
concentracdo de H™ em solugdo, € um dos fatores mais importantes na
solubilizacdo de fosfatos por Burkholderia cepacia (LIN et al., 2006). Portanto,
a solubilizacdo de fosfatos por meio da oxidacdo dos dcidos orgénicos, e
consequente diminuigdo do pH, requer um suprimento adequado de H'.

Viérios 4cidos orginicos sdo produzidos por microrganismos
solubilizadores de fosfatos (Tabela 1). O 4cido 2-cetoglucdnico foi identificado
em estirpes de Rhizobium leguminosarum bv viceae, que apresentoram
capacidade de solubilizagdo entre 47 e 52% de fosfato de rocha em meio de
cultura extrato de levedura glicose, ap6s trés dias de incubacdo (HALDER et al.,
1990). Isolados de rizébio, apds 15 dias de incubacdo em meio Sperber (1958)
apresentaram capacidade de solubilizagcdo de Ca;(POy),, na ordem de 39,4% (R.
leguminosarum bv viceae), de 22,5% (Sinorhizobium meliloti), de 20,4%
(Mesorhizobium ciceri e M. mediterraneum) e de 17,7% (R. leguminosarum bv
phaseoli), todos apresentando diminuicio de pH (ALIKHANI; SALEH-
RASTIN; ANTOUN, 2006). Os 4cidos gluconico, isovalérico, oxdlico e butirico
foram identificados em Acinetobacter sp., que apresentaram capacidade de
solubilizacdao de fosfato tricdlcio e Ca;o(OH),(PO,)¢ em meio de cultura

(PUENTE et al., 2009; OGUT; ER; KANDEMIR, 2010).
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Tabela 1 Acidos orgnicos produzidos por microrganismos solubilizadores de
fosfatos (MSF)

MSF Acidos Organicos" Referéncia
Acinetobacter sp. G+0O+B PUENTE et al. (2009)
Aspergillus niger 0+C+G+Gl+S SPERBER (1958)
Aspergillus sp. G+M+0+C CHUANG et al. (2007)
Azospirillum brasilense, G RODRIGUEZ et al. (2004)
Azospirillum lipoferum
Azotobacter sp. O+G+S+T+F+L YI; HUANG; GE (2008)
Bacillus megaterium L + Mal TAHA et al. (1969)
Bacillus atrophaeus Ib+P+S VAZQUEZ et al. (2000)

LIN et al. (2006) e

Burkholderia cepacia G + 2KTG SONG et al. (2008)
Enterobacter intermedium G + 2KTG KIM et al. (2003)
Citrobacter sp. G+A PATEL et al. (2008)
Enterobacter intermedium G + 2KTG HWANGBO et al. (2003)
Fusarium oxysporum L+Mal+M+S+T+C AKINTOKUN et al. (2007)
Paenibacillus kribbensis G+0O+P MARRA et al. (2012)
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)
Serratia marcescens G+C+S+L FARHAT et al. (2007)
Stenotrophomonas G XIAO et al. (2009)
maltophilia

M A = acético, C = citrico, 2KTG = 2-cetoglucdnico, F = fumadrico, Gl = glicdlico, G =
gluconico, Ib = isobutirico, L = latico, Mal = maléico, M = malico, O = oxalico, P =
propidnico, S = succinico, T = tartdrico, B = butirico

A quelag@o pelos acidos orginicos ocorre pela via oxigenada, contendo
grupos hidroxilicos e carboxilicos (WHITELAW, 2000). Esta quelagao envolve
a molécula ligante (4cido organico) e o elemento quimico acompanhante do fon
fosfato, resultando na formag¢do de uma estrutura complexa, sendo que o grau de
complexacdo depende da molécula de dcido organico envolvida (ndmero de
grupos carboxilicos), da concentragdo desta e do pH da solug@o do solo (JONES,
1998). Acidos organicos com apenas um grupo carboxilico (litico, glucdnico,

propidnico, fumadrico, acético) possuem baixa capacidade de complexacio, ja os
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que tém dois ou mais grupos (madlico, oxdlico, tartdrico, succinico, citrico)
apresentam uma maior capacidade de complexacdo (KPOMBLEKOU-A;
TABATABAI, 2003). A constante de estabilidade do complexo quimico
envolvido, como demonstrado por Jones (1998), também interfere neste
processo, sendo que os dcidos citrico, malico e oxdlico apresentam alta afinidade
pelos metais trivalentes Fe’* e AI’*. Johnson e Loeppert (2006), estudando a
influéncia de 4cidos organicos na solubilizacdo de fésforo ligados a 6xidos de
ferro, verificaram que os 4cidos citrico e mélico foram os mais eficazes.

Além de complexar os cations ligados ao fosfato, resultando na
liberagdo de fésforo, os grupos carboxilicos também competem pelos sitios de
adsor¢do, diminuindo assim, a fixacdo do fésforo nas particulas do solo, o que
aumenta sua disponibilidade na solugéo do solo.

A presenca de dcido e aumento da sua concentragdo nem sempre
significam aumento de solubilizacdo; isso, certamente, dependerd do fosfato
presente na solucdo e também do dcido presente e sua concentracdo (MARRA et
al., 2012).

b) o segundo mecanismo aqui discutido, estd relacionado a extrusdo de
prétons (H), uma vez que a producdo de dcidos organicos ndo € o udnico
mecanismo de solubilizacio de fosfatos inorginicos insoliveis (ILLMER;
SCHINNER, 1992). Estes autores observaram que a solubilizagdo também ¢
dependente dos mecanismos que envolvem o crescimento microbiano e que
favorecem a extrusio de H', resultantes da assimilacdo de NH,", ou pelo
mecanismo de transloca¢cdo do H' pela enzima H'-ATPase no processo de
produciio de energia pela hidrélise do ATP (ATP + H,O > ADP + Pi + H"). Essa
enzima funciona como uma bomba de H" acionada pela hidrdlise de ATP, sendo
responsdvel pelo transporte primario de H' do interior da célula para o
apoplasma e, consequentemente, pela formagdo do gradiente de H* gerado

através da membrana plasmatica (CANELLAS et al., 2006).
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[lmer e Schinner (1992), avaliando a solubilizacdo de CasOH(PO,); por
Pseudomonas sp. e Penicillium aurantiogriseum, observaram que houve
solubilizacdo sem, necessariamente, haver producdo de 4cidos orgénicos. A
liberagdo de H" acompanhada da absor¢do de NH," estaria relacionada com a
solubilizacdo de fosfatos inorganicos insoliveis (ILLMER; BARBATO;
SCHINNER, 1995; XIE; KNIGHT; LEGGETT, 2009). Para comprovar este
mecanismo, vdarios trabalhos t&€m demonstrado que a quantidade de fosfato
solubilizado em meio com amdnio € maior do que em meio com nitrato (ASEA;
KUCEY; STEWART, 1988; NAUTIYAL, 1999; SRIDEVI; MALLAIAH;
YADAV, 2007; SHARAN; SHIKHA; DARMWAL, 2008; RELWANI;
KRISHNA; REDDY, 2008).

¢) o terceiro mecanismo abordado é a producdo de exopolissacarideos
(EPS) por microrganismos do solo, os quais sdo, na maioria das vezes,
heteropolissacarideos (compostos por diferentes tipos de monossacarideos),
exercendo importante funcdo na adaptabilidade destes microrganismos quando
submetidas as condicdes de estresse ambiental (MIGUEL; MOREIRA, 2001;
BARBERI et al., 2004; BOMFETI et al., 2010). Uma grande diversidade nas
estruturas quimicas dos EPS pode ser encontrada de acordo com a composi¢ao
dos acucares. Yi; Huang; Ge, (2008) demonstraram que a solubilizacdo de
fosfato tricdlcico foi influenciada pela origem e concentracdo do EPS no meio de
cultura.

d) um quarto mecanismo pode ser mencionado, que esta relacionado
com a producdo de sideréforos por microrganismos, que sdao peptideos de sintese
ndo-ribossdmica com altissima afinidade por ferro. Estes metabdlitos sdo
produzidos e secretados sob estresse de ferro para sequestrar este elemento do
ambiente, auxiliando no crescimento da planta, pois aumenta a disponibilidade
de ferro préximo a raiz (YU et al, 2011) o que pode vir a aumentar a

disponibilidade de fésforo. Hamdali et al., (2008) demonstraram que a
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solubilizagdo de fosfato natural de Marrocos estd relacianada a producdo de
sider6foros.

Portanto, independentemente do mecanismo utilizado, pode-se presumir
que um balanco entre os fons secretados e absorvidos deve prevalecer a fim de
adequar o metabolismo interno microbiano a um equilibrio i6nico (NAHAS,

1999).

2.3 Promocio do crescimento de plantas por microrganismos

solubilizadores de fosfatos

A inoculagdo com microrganismos solubilizadores de fosfatos ou o
manejo de suas populagdes tem sido sugerido como forma de diminuir o uso de
fertilizantes fosfatados soldveis, mediante um melhor aproveitamento dos
fosfatos inorganicos insoliveis presentes ou adicionados ao solo e aqueles
formados pela aplicacdo de fontes soliveis. Mas no Brasil, a inoculacio em
larga escala com microrganismos solubilizadores de fosfato ainda ndo é
praticada.

A eficiéncia da inoculacdo 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 eficicia 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 nutricio 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.
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Os isolados de rizébio, que além da capacidade de fixar nitrogénio
atmosférico, quando em simbiose com espécies da familia Leguminosae,
também solubilizam fosfatos inorganicos insoldveis, disponibilizando o fésforo
para as plantas, tornam-se, uma alternativa de uso ndo somente em leguminosas
(Rivas et al., 2006), mas também em espécies de outras familias como, por
exemplo, nas Brassicaceae (ANTOUN et al., 1998; ELVIA; ORTEGA—RODES;
ORTEGA, 2008) e Gramineae (CHABOT; ANTOUN; CECAS, 1993;
CHABOT et al., 1996; PEIX et al., 2001; SELVAKUMAR et al., 2008).

Alguns trabalhos tém demonstrado que a inoculacdo de Rhizobium
promove a solubilizagdo de fosfatos do solo, aumentando a produgéo de espécies
ndo leguminosas como milho e alface (CHABOT; ANTOUN; CECAS, 1993;
CHABOT et al., 1996). Neste experimento, foi observado que a solubilizagdo
parece ser um mecanismo importante para a promocgao 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
estirpes de Mesorhizobium mediterraneum favoreceram o crescimento e
aumentaram a absor¢@o de nitrogénio, fésforo, potdssio, magnésio e cdlcio (Ca)
em espécies leguminosas como o grdo-de-bico (Cicer arietinum) e nao
leguminosas como a cevada (Hordeum vulgare). Em ambos os estudos, as
estirpes apresentaram potencial de promocao de crescimento de plantas por meio
da solubilizacdo de fosfatos insoliveis, ainda que bactérias desse grupo sejam
mais evidenciadas como fixadoras simbidticas de nitrogénio em leguminosas.

Em trabalho comparando a absor¢do de fésforo pela aveia inoculada em
solo esterilizado e ndo esterilizado, Alexander (1961) demonstrou haver
aumento na absor¢do quando a fonte era FePO,, CaHPO, e Ca;(PO,),, todos na
presenca do solo ndo estéril, mostrando assim a capacidade dos microrganismos
em disponibilizar fésforo e, consequentemente, melhorar sua nutri¢do fosfatada.

A inocula¢do pode introduzir alteragdes nas populagdes do solo que podem
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aumentar a disponibilidade de nutrientes e o crescimento e rendimento das
plantas. Tanto os microrganismos utilizam o fésforo solubilizado como liberam
na solu¢d@o do solo e este pode ser utilizado na nutricdo de plantas.

Estudos realizados com plantas de Phaseolus vulgaris inoculadas com
Enterobacter aerogenes também mostraram maior producdo de matéria seca de
raizes e maior absor¢do de fésforo e nitrogénio, quando comparado com plantas
ndo inoculadas na presenca de Ca;(PO,), (insolivel) (COLLAVINO et al,
2010). Estudos com milho, em solo na casa de vegetacdo, inoculados com
Serratia marcescens e Pseudomonas sp., Bacillus coagulans, Enterobacter
asburiae ndo mostraram crescimento das plantas em relagdo ao tratamento sem
inocula¢do, empregando fosfato de rocha; entretanto em condi¢des de campo, 96
dias apds a emergéncia, foi observado contribuicdo na producdo da parte aérea,
na produgdo de grdos e no acimulo de fésforo e nitrogénio na parte aérea
(HAMEEDA et al., 2008).

Por outro lado, Ferndndez et al., (2007), avaliando a capacidade de
promog¢do do crescimento de soja (Glycine max L. Merrill, cv. Nidera) por
bactérias solubilizadoras de fosfatos (Enterobacter sp.; Burkholderia sp.;
Bradyrhizobium sp.), observaram que estas favoreceram o crescimento da parte
aérea, mas nio aumentaram o conteido de fésforo nas plantas.

Embora o mecanismo pelo qual as bactérias solubilizadoras de fosfatos
estimulam o crescimento de plantas ainda nao esteja definido, o potencial de uso
desses microrganismos como biofertilizantes € indiscutivel.

Experimentos para a avaliagdo da solubilizacdo in vitro em condi¢des
axénicas ndo apresentam as caracteristicas fisico-quimicas encontradas no solo
(condi¢des ndo axénicas), sugerindo, assim, que a selecdo de estirpes eficientes
na solubilizac¢do de fosfatos deva ser baseada na combinacio de experimentos in

vitro, e principalmente, em casa de vegetacdo e em condi¢des de campo (in
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vivo), gerando assim resultados mais consistentes com relacdo a melhoria do
estado nutricional das plantas, principalmente em relag@o ao fésforo.

No entanto, para a maximizagdo do processo de solubilizacdo, ainda ha
necessidade de melhor conhecimento destes microrganismos e dos mecanismos
envolvidos na solubilizacdo para que esse processo seja indicado em escalas

maiores.
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Resumo

A solubilizacdo de fosfatos inorgénicos insoliveis por microrganismos
heterotréficos do solo pode ser influenciada por diversos fatores entre eles a
fonte de carbono. No entanto, poucos trabalhos s@o disponiveis sobre esse
assunto. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de diferentes fontes de
carbono na solubilizacdo de Ca;(POy), e de FePO,.2H,0, por bactérias, em meio
NBRIP, além de identificar e quantificar os dcidos orgénicos produzidos. As
estirpes utilizadas foram a UFLA 03-08 (Rhizobium tropici), UFLA 03-09
(Acinetobacter sp), UFLA 03-10 (Paenibacillus kribbensis), UFLA 03-106
(Paenibacillus kribbensis) e UFLA 03-116 (Paenibacillus sp) isoladas de
nddulos de feijdo caupi. Como fontes de carbono, testou-se celulose, glicose,
lactose e manitol. Além de verificar a capacidade destas estirpes em solubilizar
CaHPO, e FePO,.2H,0 em meio NBRIP sélido e liquido, avaliou-se a produgdo
de onze 4cidos organicos comumente associados a solubilizacdo de fosfatos por
microrganismos: 2-cetogluconico, citrico, glucdnico, litico, mélico, maléico,
maldnico, oxdlico, propiodnico, succinico e tartdrico. As estirpes UFLA 03-08,
UFLA 03-10 e UFLA 03-106 solubilizaram Ca3(PO,);, no meio liquido,
independentemente da fonte de carbono estudada. Porém, houve diferencas na
quantidade solubilizada, sendo os maiores valores de fésforo soliivel,
encontrados na presenca de glicose seguida de manitol, depois lactose e por fim,
celulose. Para essas estirpes, foi verificada a producdo de acidos orgénicos na
presenca de glicose e manitol. A estirpe UFLA 03-10 foi a tnica a produzir
dcidos orgéanicos no meio com lactose. Nenhuma das estirpes produziu dcidos no
meio com celulose. Nao houve solubilizacdo do FePO,.2H,0, no meio NBRIP
s6lido ou liquido em nenhuma das fontes de carbono. Houve correlagdo positiva
e significativa entre a quantidade de fésforo solubilizado do Ca;(PO,4), no meio
NBRIP liquido e a concentracdo de acidos orgénicos totais, na presenca de
glicose e manitol. A glicose favorece a producdo de 4cidos organicos,
contribuindo para maior solubilizacio de Ca;(PO4),. A presenca de dcidos
orginicos com as diferentes fontes de carbono estudadas, ndo propiciou a
solubilizacdo de FePO,.2H,0.

Palavras-Chave: Acinetobacter; Rhizobium; Paenibacillus; carbono; bactérias
solubilizadoras de fosfatos
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Abstract

The solubilization of insoluble inorganic phosphates by soil
heterotrophic microorganisms may be influenced by several factors, including
the carbon source. However, few studies are available on this subject, mainly in
relation to the organic acids produced. The objective of this study was to
evaluate the influence of different carbon sources on the solubilization of
Ca3(POy), and FePO42H,0O by bacteria in the National Botanical Research
Institute's phosphate (NBRIP) growth medium and to identify and quantify the
organic acids produced. Strains UFLA 03-08 (Rhizobium tropici), UFLA 03-09
(Acinetobacter sp.), UFLA 03-10 (Paenibacillus kribbensis), UFLA 03-106
(Paenibacillus kribbensis) and UFLA 03-116 (Paenibacillus sp.), which were
isolated from cowpea nodules, were studied. We tested cellulose, glucose,
lactose and mannitol as carbon sources. In addition to evaluating the capacity of
these strains to solubilize CaHPO, and FePO,.2H,0 in solid and liquid NBRIP
medium, the production of eleven organic acids that are commonly associated
with phosphate solubilization by microorganisms was evaluated: 2-keto-
gluconic, citric, gluconic, lactic, malic, maleic, malonic, oxalic, propionic,
succinic and tartaric acids. The strains UFLA 03-08, UFLA 03-10 and UFLA
03-106 solubilized Ca3(PO,), in liquid medium, regardless of the carbon source
studied. However, there were differences in the amount solubilized. The highest
levels of soluble phosphorus were found in the presence of glucose followed by
mannitol, lactose and finally cellulose. Additionally, we detected the production
of organic acids by these strains in the presence of glucose and mannitol. UFLA
03-10 was the only strain to produce organic acids in the medium with lactose.
None of the strains produced acid in medium containing cellulose. There was no
solubilization of FePO,.2H,0 in either liquid or solid NBRIP medium in the
presence of any carbon source studied. There was a significant positive
correlation between the amount of phosphorus solubilized from Caz;(PO,), in the
NBRIP liquid medium and the concentration of total organic acids in the
presence of glucose and mannitol. Glucose promotes the production of organic
acids, which contributes to greater solubilization of Caz;(PO,),. The presence of
organic acids and the different carbon sources investigated did not result in the
solubilization of FePO4.2H,0.

Key-words: Acinetobacter; Rhizobium; Paenibacillus; carbon; phosphate
solubilizing bacteria
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1 Introduction

The availability of phosphorous in tropical soils is one of the most
limiting factors for plant productivity. Threfore application of high doses of
phosphate fertilizers to increase crop productivity is needed. This low
availability of phosphorous is mainly due to the immobilization of phosphorus
through precipitation with other components in the soil, which then form
insoluble calcium, aluminum and iron phosphates.

Using microorganisms that are capable of solubilizing these precipitated,
and adsorption on the surface of iron and aluminium oxides phosphates is an
option for increasing phosphorus availability. Studies have shown that some
bacteria and fungi are capable of solubilizing phosphate in rocks, which then
results in better plant growth (Gerretsen, 1940; Collavino et al., 2010).

The capacity of microorganisms to solubilize insoluble inorganic
phosphates, such as CaHPO,, AIPO, and FePO,, has been attributed to their
ability to reduce the surrounding pH (Stumm and Morgan, 1995; Whitelaw,
2000).

The most studied mechanism of solubilization is the production of
organic acids (Sperber, 1958; Hariprasad and Niranjana 2009), which can lower
the pH and act as chelators of the elements that are bound to the phosphate ion.
Additionally, it can prevent reprecipitation (Bolan et al. 1994). Alexander (1961)
reported that the amount of phosphate solubilized by microorganisms in solution
varies according to which carbohydrates are present. The main source of
carbohydrates are the plants as they secrete and produce a variety of these
compunds. Glucose is the carbohydrate that is secreted in the largest quantities
(Kraffczyk et al., 1984) and cellulose is the most common natural
polysaccharide as it contains most of the CO, fixed by plants.

Studies on the solubilization of insoluble inorganic phosphates with
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different carbon sources have reported that the carbon source is a key factor in
the efficiency of solubilization by either bacteria (Nautiyal, 1999; Sridevi and
Mallaiah, 2009) or fungi (Ahuja et al. 2007; Relwani et al., 2008). However, few
studies have evaluated the production of organic acids, and only a few acids
were evaluated in these studies.

Thus, the objectives of this study were to evaluate the influence of
cellulose, glucose, lactose and mannitol on the solubilization of Caz(PO,4), and
FePO,.2H,0 in solid and liquid NBRIP culture medium and to identify and

quantify the organic acids produced in liquid medium.

2 Material and Methods

2.1 Strains

The ability to grow in culture medium 79 (Fred & Waksman, 1928) with
different carbon sources, including mannitol, which integrates its original
composition, were tested separately for the strains UFLA 03-08 (Rhizobium
tropici), UFLA 03-09 (Acinetobacter sp.), UFLA 03-10 (Paenibacillus
kribbensis), UFLA 03-106 (Paenibacillus kribbensis) and UFLA 03-116
(Paenibacillus sp.). These strains were isolated from cowpea nodules (Marra et
al., Accepted). Medium 79 contained diferente sources of carbon at a
concentration of 10 g L™: cellulose, glucose, lactose and mannitol was used. The
strains were subcultured by streaking them onto plates containing the culture
medium and then incubated at 28 °C for 10 days. The presence or absence of
growth was determined at the end of this period. The experimental design was

completely randomized with three replicates.
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2.2 Solubilization of phosphates and production of organic acids

Four experiments were conducted to test the capacity of the UFLA 03-
08 (Rhizobium tropici), UFLA 03-09 (Acinetobacter sp.), UFLA 03-10
(Paenibacillus kribbensis), UFLA 03-106 (Paenibacillus kribbensis) and UFLA
03-116 (Paenibacillus sp.) strains to solubilize insoluble inorganic calcium and
iron phosphates in solid and liquid NBRIP culture medium (Nautiyal, 1999) that
originally contained glucose and the following components (L'): 5 g of
MgCl,.6H0, 0.25 g of MgS0,.7H,0, 0.2 g of KCl and 0.1 g of (NH4),SO,. This
medium was supplemented with Cas;(PO,4), and FePO,.2H,O at a concentration
of 1000 mg L' of phosphorus in the solid medium and 100 mg L' of
phosphorus in the liquid medium. Different carbon sources were evaluated in
both solid and liquid media: cellulose, glucose, lactose and mannitol (at a
concentration of 10 g L™"). The initial pH of the media was adjusted to 7.0.

To obtain and standardize the inocula, strains were inoculated in liquid
medium 79 (Fred and Waksman, 1928) containing the following components:
0.5 g L' K,HPO,, 0.2 g L MgS0,.7H,0, 0.1 g L NaCl, 10.0 g L"' mannitol
and 0.4 g L™ yeast extract, at pH 6.8. The strains were incubated under shaking
(100 rpm) and aerobic conditions at room temperature. Measurements were
taken over time using a spectrophotometer at the wavelength of 560 nm until the
bacteria reached an optical density (OD) of 0.5, which indicates that there were
approximately 10® cells per mL. If the OD was greater than 0.5, 0.85 % saline
was added to dilute and adjust the culture to the desired cell concentration.

To evaluate the different carbon sources in solid NBRIP medium, four
20 pL aliquots of each culture (strain) with an OD of 0.5 were inoculated onto
Petri dishes. The controls consisted of NBRIP media containing each phosphate
and carbon source not inoculated with microorganisms. The culture plates were

incubated at 28 °C, and the diameter of the solubilization halos (translucent area
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around the colony) was measured using a digital caliper at the beginning of
solubilization and after 15 days of incubation. From these measurements, we
determined the solubilization index (SI), which is equal to the diameter of the
halo (mm) divided by the diameter of the colony (mm) (Berraquero et al. 1976).
Based on this solubilization index, the strains were classified as having low (SI
<2.00), moderate (2.00 <SI <4.00) or high (SI> 4.00) solubilization ability.

For the liquid NBRIP medium, the evaluation was performed by
inoculating a 1 mL aliquot of culture into liquid 79 medium, with an OD of 0.5
at 560 nm, into an Erlenmeyer flask (125 mL) containing 50 mL of NBRIP
medium with each insoluble inorganic phosphate and carbon source. The flasks
were incubated at 28 °C on a shaker at 130 rpm for 10 days. Then, the samples
were centrifuged (19,187 g for 5 min). After separation of the pellet, the pH and
concentration of soluble phosphorus in the supernatant were measured using the
phosphomolybdic method (Murphy and Riley, 1962). The organic acids
produced in the medium were also quantified. The control, without inoculation,
was also tested for each phosphate and carbon source. The ability of each strain
to solubilize phosphate was determined by the difference between the
concentration of soluble phosphorus found in the culture medium and the
concentration of the control treatment without inoculation.

High performance liquid chromatography (HPLC) (Agilent HP 1100
Series) was used to identify and quantify the organic acids. After the samples
were collected, they were filtered through a cellulose membrane with a pore
diameter of 0.45 puM before being injected into a Supelcogel C-610H 9 pum
chromatographic column measuring 30 cm x 7.8 mm. The eleven Merck® pro-
analysis organic acids that have been reported in the literature as being involved
in solubilization were used as analytical standards. The mobile phase consisted
of 0.1 % H;PO, (pH 1.81), with a flow of 0.5 mL min" and an injection of 100
uL per sample. The method was according to manufacturer (SUPELCO/SIGMA
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ALDRICH) of the column Supelcogel. The acquisition time of the
chromatograms was set to 30 minutes with an interval of 30 minutes between the
runs. Components were detected by UV at 210 nm using a diode array detector
(DAD). The identified molecules and standard retention times for the acids were
as follows: oxalic (10.10 min), 2-keto-gluconic (12.10 min), citric (12.40 min),
gluconic (13.04 min), maleic (13.33 min), tartaric (13.45 min), malic (14.85
min), malonic (15.23 min), lactic (17.89), succinic (17.91 min) and propionic
(25.08 min) acids. The quantity of the acids was measured using calibration
curves with analytical standards. In table 1 are some chemical characteristics of

the organic acids studied.

Table 1 Chemical characteristics of organic acids (Moss et al., 1994)

Comoon name Iupac name Chemical formula MW"  pKa®

Calcium (3S,4R,5R)-3,4,5,6-

2-Keto- tetrahydroxy-2-oxohexanoate ~ CgHy0;.%2Ca.xH,0 213.17

gluconic acid

hydrate
. . 1°) 3.15
Citric acid Zhidroxi-12,3- CeH;O.H,0  210.14 2°)4.77
propanetricarboxylic Acid 3°) 6.40
. (2R,3S,4R,5R)-2,3,4,5,6- o
Gluconic acid pentahidroxihexanoic acid CsH 1006 178.14 1°) 3.86
Lactic acid 2-hidroxipropanoic acid C3HqO3 90.08 1°) 3.85
Maleic acid butenodioic acid C4H,0, 116.1
Malic acid Hidroxibutanodioic acid C4HgOs5 134.06
Malonic acid Propanodioic acid C;H,0,4 104.03
. . L 1°)1.23
Oxalic acid Ethanedioic acid C,H,0, 90.04 2°)4.19
Propionic acid Propanoic acid C;HqO, 74.07 1°) 4.87
.. . .. . 1°)4.16
Succinic acid  Butanedioic acid C,HcOy4 118.09 .,
2°)5.61
Tartaric acid 2,3-dihydroxybutanedioic acid C4HgOq 150.08

DMolecular weight (g mol™). ® pH where 50% of the acid is dissociated.
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The experiments in liquid NBRIP culture medium were designed as
independent assays according to the phosphate source. The design was
completely randomized and consisted of two replicates for each carbon source.
The results were subjected to analysis of variance using the statistical analysis
program Sisvar version 4.6 (Ferreira, 2008), and the means were compared using

the Scott-Knott test at 5%.
3 Results
3.1 Growth and solubilization in solid media with Ca;(PQO,);
The strains UFLA 03-09 (Acinetobacter sp.) and UFLA 03-106
(Paenibacillus kribbensis) grew in solid culture medium 79 with all carbon

sources tested (Table 2).

Table 2 Growth of strains in culture medium 79 containing the different carbon
sources with yeast and minerals after 10 days of incubation at 28 °C

Strains Cellulose Glucose Lactose Mannitol

UFLA 03-08 (Rhizobium tropici) + + + +
UFLA 03-09 (Acinetobacter sp.)

UFLA 03-10 (Paenibacillus kribbensis)
UFLA 03-106 (Paenibacillus kribbensis)
UFLA 03-116 (Paenibacillus sp.)

+ 4+ 4+ o+
+ 4+ 4+ 4+
+ 4+ 4+ 4+
+ 4+ 4+ o+

(+) grew;

The UFLA 03-116 (Paenibacillus sp.) strain grew in the solid NBRIP
culture medium but it was unable to solubilize Ca;(PO,), in any of the carbon
sources studied. The other strains grew but were unable to solubilize Ca;(PO,),

when cellulose was used as the carbon source. All strains that were able to
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solubilize Ca;(PO,), had a low solubilization index after 15 days of incubation,
except for strain UFLA 03-08 (Rhizobium tropici). The strains UFLA 03-08
showed a moderate solubilization index (2.51), only when glucose was used

(Table 3).

Table 3 Solubilization index of Caz;(PO,), in solid NBRIP medium containing
different carbon sources for strains isolated from cowpea nodules after
3 and 15 days of cultivation at 28 °C

Stra Cellulose Glucose Lactose Mannitol
rains

3days 15days 3 days 15days 3days 15days 3days 15 days
UFLA 03-08" GNS® 1.419 251 1.25 1.88 1.18 1.05
UFLA 03-09? GNS 132 1.61 1.03 1.11 1.03  1.06
UFLA 03-10® GNS 129 1.02 121 1.05 .13 1.04
UFLA 03-106® GNS 123 1.41 1.26 1.86 126 1.03
UFLA 03-116% GNS GNS GNS GNS

DRhizobium tropici. ®Acinetobacter sp. Paenibacillus kribbensis. ®Paenibacillus sp.
©®)GNS= Grew and did not solubilize. ® S.I. = halo diameter (mm) / colony diameter
(mm), evaluated after 3 and 15 days of incubation.

3.2 Growth and solubilization in liquid media with Ca;(PO,),

The strain UFLA 03-116 (Paenibacillus sp.) did not solubilize
Ca;3(POy), in liquid NBRIP culture medium containing any of the carbon
sources. Additionally, when this bacteria was cultured, the pH of the medium
did not change relatively to the pH at the start of the experiment (Figure 1). In
contrast, the UFLA 03-08 (Rhizobium tropici), UFLA 03-10 (Paenibacillus
kribbensis) and UFLA 03-106 (Paenibacillus kribbensis) strains were able to
solubilize Ca;(POy), in the presence of all of the carbon sources studied. The
highest levels of soluble phosphorus were found in the presence of glucose,
followed by mannitol, lactose and finally cellulose. The UFLA 03-09

(Acinetobacter sp.) strain was able to solubilize Caz;(PO,), in medium with
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glucose and cellulose (Figure 1). Notably, the UFLA 03-106 strain provided
higher levels of soluble phosphorus in glucose (70.09 mg L) than did the
UFLA 03-08 (35.58 mg L"), UFLA 03-09 (29.72 mg L") and UFLA 03-10
(23.42 mg L") strains. Additionally, it also provided higher levels of soluble
phosphorus than did the other strains for mannitol and lactose. The amount of
soluble phosphorus was the same among all the strains but the UFLA 03-116

grown in cellulose (Figure 1).
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Figure 1 Soluble phosphorus (mg L") and pH in liquid NBRIP medium
containing Ca;(PO,), and different carbon sources after 10 days of
bacterial cultivation. Error bars represent the standard error of the
means, n =2

There was no change in the pH of the medium containing cellulose for
strains that were able to solubilize phosphate. Therefore, there was no

correlation between the pH and the amount of soluble phosphorus in this case.
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However, there was a reduction in the pH (Figure 1) of the media that contained
glucose, lactose and mannitol, causing a significant negative correlation between
the amount of soluble phosphorus and the pH in the culture media that contained

glucose (R? = - 0.63), lactose (R* = - 0.71) and mannitol (R* = - 0.88) (Figure 2).

100
® Glucose (y =96,588 - 12,957x) (R2 =-0,63%)
O Lactose (y =80,010 - 11,267x) (RZ =-0,71%)
80 4 ¥ Mannitol (y =90,730 - 13,015x) (R2 =-0,88%)
o [
(@]
é [
g 60
o
ey
Q
(%2}
2
S 40
@
Ke]
=)
o
9p] 20 -
0
4,0

Figure 2 Pearson's correlation between the pH and the concentration of soluble
phosphorus in liquid NBRIP medium containing Ca;(PO,), and
glucose, lactose and mannitol after 10 days of bacterial cultivation (n =
12)

In relation to the identification and quantification of organic acids in the
liquid media containing Caz(POy),, the UFLA 03-08 (Rhizobium tropici), UFLA
03-09 (Acinetobacter sp.), UFLA 03-10 (Paenibacillus kribbensis) and UFLA
03-106 (Paenibacillus kribbensis) strains produced organic acids when the

carbon source was glucose or mannitol (Figure 3). In the medium containing

glucose, gluconic and succinic/lactic acids were observed for the UFLA 03-08
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strain, and tartaric acid was observed for the UFLA 03-09 strain. Furthermore,
2-keto-gluconic, propionic, succinic/lactic and tartaric acids were observed for
the UFLA 03-106 strain. Maleic acid was observed in the medium containing
mannitol after incubation with the UFLA 03-08, UFLA 03-09 and UFLA 03-106
strains. Citric and tartaric acids were found in the media after incubation with
the UFLA 03-10 strain in the medium containing glucose and in the medium
containing mannitol, but different concentrations of citric and tartaric acids were
found.

UFLA 03-10 was the only strain to produce organic acids (2-keto-
gluconic (0.28 mmol L") and tartaric acid (0.32 mmol L") in medium
containing lactose. None of the strains produced organic acids in the medium
containing cellulose (Figure 4). UFLA 03-116 (Paenibacillus sp.) was the only
strain that did not produce acid in media containing Ca;(PO,),. The highest
concentration of acids was observed for the UFLA 03-106 strain (47.76 mmol L
1, followed by the strains UFLA 03-09 (32.95 mmol L"), UFLA 03-10 (25.90
mmol L) and UFLA 03-08 (23.46 mmol L™). More than 94% of the acids were

detected in the medium containing glucose for all strains (Figure 3).
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Figure 3 Total organic acids (mmol L") and pH in liquid NBRIP medium
containing Cas(PO,), and different carbon sources after 10 days of
bacterial cultivation. Error bars represent the standard error of the

means, n =2

There was a significant positive correlation between the amount of

soluble phosphorus in the liquid NBRIP medium and the concentration of total

organic acids produced in the presence of Ca3;(PO4), only for the medias
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containing glucose (R* = 0.93) and mannitol (R*= 0.93) (Figure 4).

100 -
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Figure 4 Pearson’s correlation between the concentration of soluble phosphorus
and the concentration of total organic acids in liquid NBRIP medium
containing Caz(PO,), with glucose or mannitol after 10 days of
bacterial cultivation (n = 12)

3.3 Growth and solubilization in solid and liquid media with FePQ,.2H,0O

None of the strains were able to solubilize phosphorous in the presence
of any of the carbon sources tested in either solid or liquid NBRIP culture
medium containing FePO,.2H,0. However, there was a greater reduction of pH
in the media in which the UFLA 03-10 and UFLA 03-106 strains were cultured,
regardless of the carbon source. The same results were found for the UFLA 03-

08 strain, except for when it was grown in lactose-containing medium (Figure
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Figure 5 pH of the liquid NBRIP medium containing FePO,.2H,O and the
different carbon sources after 10 days of bacterial cultivation

All the strains produced organic acids in the medium containing
FePO,.2H,0, regardless of the carbon source. The acid concentration was higher
in the medium containing glucose than in the media containing the other carbon
sources (Figure 6). Gluconic and 2-keto-gluconic acids were detected for all
strains in the medium containing glucose. Maleic and malonic acids were also
observed in the medium containing mannitol for all the strains. All the strains
produced succinic/lactic, citric and tartaric acids in medium containing lactose.
All the strains produced citric and propionic acids in the medium containing
cellulose, especially UFLA 03-116, which produced the highest concentration of
total acids when cultured in the medium containing cellulose (0.25 mmol LY

(Figure 6).
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The highest acid concentration was detected for the UFLA 03-106 strain
(7.29 mmol L"), followed by UFLA 03-116 (5.55 mmol L"), UFLA 03-08 (2.29
mmol L), UFLA 03-10 (1.99 mmol L), and UFLA 03-09 (1.26 mmol L™).
More than 35% of acid was detected for all the strains when they were grown in
medium containing glucose (Figure 6).

Notably, the total concentration of organic acids was 6 to 26 times
higher in the medium containing Caz(PO,), than in the medium containing
FePO,.2H,0 for the different strains; this phenomenon was independent of the

carbon source.
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Figure 6 Total organic acids (mmol L") and pH in liquid NBRIP medium
containing FePO,.2H,0 and different carbon sources after 10 days of
bacterial cultivation. Error bars represent the standard error of the

means, n =2
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4 Discussion

The carbon source directly influences the growth of heterotrophic
microorganisms and affects some biochemical processes in both positive and
negative ways. The use of more readily available sources favors the
solubilization of insoluble inorganic phosphates in some groups of
microorganisms (Halder et al., 1990; Silva-Filho and Vidor, 2000; Son et al.
2006; Sridevi et al., 2007). In the present study, we report the ability of five
bacterial strains to solubilize Ca3(PO,4), and FePO,.2H,O in culture media
containing different carbon sources.

The results demonstrate that the carbon source does not influence the
ability of the strains to solubilize FePO,.2H,0 in either solid or liquid NBRIP
medium. Furthermore, none of the strains was able to solubilize phosphates in
these conditions, despite the fact that they produced organic acids. Studies
performed with bacterial and fungal isolates in solid GEL (glucose and yest
extract) medium (Sylvester-Bradley et al., 1982) also demonstrated the inability
of these microorganisms to solubilize FePO,.2H,O (Silva-Filho and Vidor,
2000). In a previous study, the same strains studied in this work were inoculated
on GELP solid medium (Sylvester-Bradley et al., 1982) with a single carbon
source, and FePO,.2H,0 was not solubilized (Marra et al., Accepted). However,
the UFLA 03-10 (Paenibacillus kribbensis), UFLA 03-106 (Paenibacillus
kribbensis) and UFLA 03-116 (Paenibacillus sp.) strains solubilized 10 to 20
mg of FePO,.2H,0 per liter of solution (Marra et al., accepted) in liquid GELP
medium. Therefore, it is noteworthy that using glucose as the carbon source in
GELP medium can promote the solubilization of FePO4.2H,0, depending on the
strain.

Cellulose was the only carbon source studied that did not promote the

solubilization of Ca;(PQy); in the solid medium. The same result was observed
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in GES (glucose and soil extract) medium inoculated with bacterial and fungal
isolates using cellulose, starch, glucose, fructose, sucrose and xylose as the
carbon source (Silva-Filho and Vidor, 2000). Moreover, varying the carbon
source did not influence the solubilization capacity of strain UFLA 03-116, even
in liquid NBRIP medium supplemented with Caz;(PO,),.

The use of a carbon source depends on the presence of transport
mechanisms, metabolic pathways and specific enzymes that are capable of
breaking down the substance. The oxidation of glucose to organic acids by the
glucose dehydrogenase and gluconic acid dehydrogenase enzymes results in
acidification of the region around the cell, which provides an efficient
environment for phosphate solubilization by some Gram-negative bacteria
(Kpomblekou-A and Tabatabai, 1994; Rodriguez and Fraga, 1999).

UFLA 03-08 (Rhizobium tropici) was the only strain that was able to
solubilize Ca3(PO,), and achieved a moderate solubilization index, which
occurred in the medium containing glucose, indicating that glucose promotes
greater solubilization. This solubilization index was higher than the values found
for the species of Rhizobium derived from Crotalaria retusa and C. verrucosa
that were inoculated in solid Pikovskaya culture medium (Pikovskaya, 1948),
containing glucose as a carbon source (Sridevi et al., 2007).

In the liquid medium containing glucose, a greater amount of organic
acids and, consequentemently, acidification of the medium, was observed, which
contributes to the increased solubilization. Son et al. (2006) also observed that
the bacterial species Pantoea agglomerans reduced the pH of the medium (2.6),
when glucose was used as the carbon source, which consequently resulted in
greater solubilization of Caz(PO,),. However, these authors did not evaluate the
production of organic acids. Studies with Pseudomonas sp., Xanthomonas
campestris and Rhizobium sp. also demonstrated that growing bacteria in the

presence of glucose results in greater solubilization of insoluble phosphates than
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when they are grown in the presence of arabinose, fructose, galactose, mannitol,
maltose, sucrose or xylose (Nautiyal, 1999; Sharan et al. 2008; Sridevi and
Mallaiah, 2009). When glucose or sucrose was used as the carbon source, fungi
caused reduction the pH of the media, which resulted in greater solubilization of
phosphate (Relwani et al. 2008) than when fructose, galactose, lactose or xylose
was used. In contrast, Ahuja et al. (2007), who were also working with fungi,
demonstrated greater solubilization when fructose was used as the carbon source
rather than glucose, galactose, lactose, sucrose, glycerol, maltose or mannose.

After glucose, mannitol was the carbon source that resulted in the
greatest solubilization of Ca;(PO,),; this was related to a reduction in the pH
(Figure 2) and production of organic acids (Figure 4). Son et al. (2006) and
Sridevi et al. (2007) also found that the greatest solubilization of phosphate
occurred in a mannitol-containing medium, followed by glucose-containing
medium.

It has been suggested in the literature that the reduction in pH, caused by
the production of organic acids and the release of protons, is a basic factor on
phosphate solubilization (Sperber, 1958, Whitelaw, 2000, Chen et al., 2006).
However, although a negative correlation between pH and phosphate
solubilization was observed for lactose, it was'nt correlated with the production
of organic acids. Only the strain UFLA 03-10 (Paenibacillus kribbensis)
produced 2-keto-gluconic (0.28 mmol L") and tartaric (0.32 mmol L") acids
when grown in the presence of this carbon source, which indicates that the
production of organic acids is the mechanism used to promote solubilization,
when lactose is present in the medium. Interesting, the presence of soluble
phosphorus, even in small quantities, did not result in a reduction in pH or in the
levels of the eleven organic acids that were evaluated. This finding shows that
some other mechanism of solubilization is involved (Illmer and Schinner, 1992;

Hamdali et al., 2008) and that these strains have different solubilization
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mechanisms that act depending on the carbon source.

Notably, the UFLA 03-08 (Rhizobium tropici), UFLA 03-10
(Paenibacillus kribbensis) and UFLA 03-106 (Paenibacillus kribbensis) strains
were able to solubilize Caz(POy), in the presence of all the four carbon sources
studied. Plants secrete a variety of carbohydrates, and glucose is the one secreted
in greatest quantities (Kraffczyk et al., 1984). Furthermore, cellulose is the most
common natural polysaccharide, and it contains most of the CO, that is fixed by
plants. Therefore, these strains can increase and maintain the availability of
phosphorus for plants in soils with diverse carbon sources, as a result of their
ability to promote phosphorus solubilization under variable conditions.

Reduction on pH was observed in the liquid medium containing
FePO,.2H,0, for the UFLA 03-10 and UFLA 03-106 strains, relative to the
control treatment for all tested carbon sources and for the UFLA 03-08 strain in
media containing cellulose, glucose and mannitol. In addition, organic acids
were detected for all the sources of carbon for all strains. However, there was no
solubilization of that inorganic phosphate source. These results indicate that the

production of organic acids not always result in FePO,.2H,0 solubilization.

5 Conclusions

The use of glucose as a carbon source favors the production of organic
acids and contributes to increase solubilization of calcium phosphate.

Acidification of the medium is not the mechanism of calcium phosphate
solubilization when cellulose is present.

The presence of organic acids in a medium containing iron phosphate

and, regardless of the carbon sources does not favor phosphate solubilization.
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Resumo

O pH do meio influencia diretamente o crescimento dos microrganismos
e os processos bioquimicos realizados por eles. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a influéncia do pH inicial do meio de cultura na producdo de &4cidos
organicos de baixo peso molecular e, consequentemente, na solubilizacdo de
fosfato de cdlcio por bactérias, em meio NBRIP. As estirpes utilizadas foram a
UFLA 03-08 (Rhizobium tropici), UFLA 03-09 (Acinetobacter sp), UFLA 03-10
(Paenibacillus kribbensis), UFLA 03-106 (Paenibacillus kribbensis) e UFLA
03-116 (Paenibacillus sp) obtidas de nddulos de feijdo caupi. Os tratamentos
consistiram na variacdo do pH inicial do meio NBRIP: 5,0; 6,0 e 7,0. Além de
verificar a capacidade destas estirpes em solubilizar Ca;(PO,), em meio NBRIP
s6lido e liquido, avaliou-se a produgdo de onze 4cidos organicos comumente
associados a solubilizagdo de fosfatos por microrganismos: 2-cetogluconico,
citrico, gluconico, latico, mélico, maléico, malonico, oxdlico, propidnico,
succinico e tartdrico. As estirpes UFLA 03-08, UFLA 03-09, UFLA 03-10 e
UFLA 03-106 solubilizaram Ca3(PO,),, no meio liquido, independentemente do
valor inicial do pH, sem, no entanto, haver diferencas entre os tratamentos. Para
essas estirpes, foi verificada a produgdo de 4dcidos organicos, também para todos
os valores iniciais de pH, mas apresentando diferencas significativas entre os
tratamentos. As estirpes UFLA 03-09 e UFLA 03-10 produziram os mesmos
dcidos para os diferentes valores iniciais de pH do meio de cultura. A estirpe
UFLA 03-116 (Paenibacillus sp) foi a inica a ndo produzir d4cidos organicos em
nenhuma das condi¢des de cultivo. Nao houve correlacdo entre a quantidade de
fosforo solubilizado do Ca;(PO,4), no meio NBRIP liquido e a concentracdo de
acidos organicos totais, para os diferentes valores iniciais de pH. O valor do pH
inicial do meio de cultura influencia a producdo de acidos organicos pelas
estirpes UFLA 03-08, UFLA 03-09, UFLA 03-10 e UFLA 03-106, mas ndo
influencia a solubilizacdo de fosfato de célcio.

Palavras chaves: quelacdo; propionico; 2-cetogluconico; gluconico; solos
tropicais
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Abstract

The pH of the culture medium directly influences the growth of
microorganisms and the chemical processes that they perform. The aim of this
study was to assess the influence of the initial pH of the culture medium on the
production of low-molecular-weight organic acids and on the solubilization of
calcium phosphate by bacteria in National Botanical Research Institute's growth
medium (NBRIP). The following strains from cowpea nodules were used:
UFLA (Lavras Federal University — Universidade Federal de Lavras) 03-08
(Rhizobium tropici), UFLA 03-09 (Acinetobacter sp.), UFLA 03-10
(Paenibacillus kribbensis), UFLA 03-106 (P. kribbensis) and UFLA 03-116
(Paenibacillus sp.). In addition to verifying the ability of these strains to
solubilize Ca;(PO,), in NBRIP solid and liquid medium, we assessed the
production of 11 organic acids usually associated with the solubilization of
phosphates by microorganisms: 2-ketogluconic acid, citric acid, gluconic acid,
lactic acid, malic acid, maleic acid, malonic acid, oxalic acid, propionic acid,
succinic acid and tartaric acid. The strains UFLA 03-08, UFLA 03-09, UFLA
03-10 and UFLA 03-106 solubilized Ca3(PO,), in liquid medium independent of
the initial pH, although without a significant difference between the treatments.
The production of organic acids by these strains was assessed for all of the initial
pH values investigated, and differences between the treatments were observed.
Strains UFLA 03-09 and UFLA 03-10 produced the same acids at different
initial pH values of the culture medium. UFLA 03-116 (Paenibacillus sp.) was
the only strain that did not produce organic acids under any culture condition.
There was no correlation between phosphorus solubilized from Caz(POy), in
NBRIP liquid medium and the concentration of total organic acids at the
different initial pH values. Therefore, the initial pH of the culture medium
influences the production of organic acids by the strains UFLA 03-08, UFLA
03-09, UFLA 03-10 and UFLA 03-106 but it does not affect calcium phosphate
solubilization.

Key words: chelation, propionic, 2-cetogluconico, gluconic, tropical soils
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1 Introduction

Acidity has a direct effect on the activity of the soil microorganisms
involved in a variety of processes, including organic matter decomposition,
mineralization, immobilization, ammonification, nitrification, volatilization,
biological nitrogen fixation and insoluble inorganic phosphate solubilization.
Therefore, acidity is a chemical property of soils that plays a central role in
agriculture.

Biological, chemical and physical factors may interfere with the ability
of soil microorganisms to solubilize insoluble inorganic phosphates. In many
cases, acidification is the main mechanism involved in phosphate solubilization.
A significant negative correlation between the pH of the culture medium and
phosphate solubilization by several genera and species of microorganisms was
demonstrated by Illmer and Schinner (1992) (r= -0.49), Chen et al. (2006) (r= -
0.80), and Marra et al. (2011) (r=-0.89). Arthrobacter sp. solubilized 519.7 mg
P L! when the pH of the culture medium decreased from 6.8 to 4.9 (Chen et al.,
2006). In contrast, several studies have shown phosphate solubilization without
a significant negative correlation with culture medium pH. For example,
Pseudomonas sp. solubilized 31.0 mg P L with no alteration of the culture
medium, which was at an initial pH of 6.0 (Hariprasad and Niranjana, 2009).
Narsian et al. (1995) also reported lack of correlation between pH and Ca;(PO,),
solubilization by Aspergillus aculeatus after a 7 day incubation.

Phosphate solubilization depends not only on the decrease of the culture
medium pH but also on other factors, such as the type and concentration of the
organic acids secreted by microorganisms. Under the same culture conditions,
Arthrobacter sp. solubilized 111.7 mg P L as the culture medium pH was
lowered from 7.0 to 4.5, whereas Enterobacter sp. solubilized 632.6 mg P L
when the culture medium pH decreased from 7.0 to 4.3 (Yi et al., 2008).
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Besides promoting a decrease in the pH of the medium, low-molecular-
weight organic acids also chelate metals in solution, which increases the
phosphorus available to plants. The degree of chelation depends on the type of
organic acid involved, the number and proximity of carboxyl groups, the type of
metal and the pH of the solution (Jones, 1998).

Only one study by Chaiharn and Lumyong (2009) has assessed the
influence of the initial pH of the growth medium on phosphate solubilization;
however, these authors did not assess the production of organic acids.

Therefore, in this study, we sought to assess the influence of the initial
pH of the culture medium on the production of low-molecular-weight organic

acids and on the solubilization of calcium phosphate.

2 Materials and Methods

2.1 Strains

The strains UFLA 03-08 (Rhizobium tropici), UFLA 03-09
(Acinetobacter sp.), UFLA 03-10 (Paenibacillus kribbensis), UFLA 03-106 (P.
kribbensis) and UFLA 03-116 (Paenibacillus sp.) were individually examined
for their ability to grow in medium 79 (Fred and Waksman, 1928) at different
initial pH values, specifically, 5.0, 6.0 and 7.0. All strains were isolated from
cowpea nodules. The strains UFLA 03-08, UFLA 03-09 and UFLA 03-10
demonstrated efficiency in biological nitrogen fixation and solubilization of
CaHPO, or FePO,.2H,0, the UFLA 03-106 strain solubilized CaHPO, and
FePO,4.2H,0 and the UFLA 03-116 strain served as negative control for calcium
phosphate solubilization (Marra et al., 2012). The strains were streaked on plates

containing the culture medium and incubated at 28 °C for 10 days. At the end of
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this period, the presence or absence of growth was assessed. The study design

was completely randomized and included three replicates.

2.2 Solubilization of calcium phosphate and production of organic acids

Two experiments were performed to verify the ability of the above
strains to solubilize insoluble inorganic phosphate from calcium phosphate in
National Botanical Research Institute's solid and liquid growth media (NBRIP)
(Nautiyal, 1999) containing 10 g L glucose, 5 g L"' MgCl,.6H,0, 0.25 g L
MgS0,.7H,0, 0.2 ¢ L' KCI and 0.1 g L' (NH,),SO,. NBRIP medium was
supplemented with Ca3(PO,), to a final concentration of 1000 mg of phosphorus
per L in the solid medium and 100 mg of phosphorus per L in the liquid
medium; different initial pH values were adjusted: 5.0, 6.0 and 7.0.

To produce and standardize inocula, the strains were inoculated into
liquid medium 79 (Fred and Waksman, 1928) containing 0.5 g L' K,HPO,, 0.2
g L' MgS0,.7H,0, 0.1 g L' NaCl, 10.0 g L' mannitol and 0.4 g L" yeast
extract, pH 6.8. Strains were incubated with shaking (110 rpm) at room
temperature under aerobic conditions. Readings were performed periodically on
a spectrophotometer at a wavelength of 560 nm until an optical density (OD) of
0.5 was reached, which was equal to approximately 10® cells per mL. A 0.85%
saline solution was used to adjust cells to the desired density when the OD
exceeded 0.5.

For assessment in solid NBRIP medium, Petri dishes containing NBRIP
medium at each initial pH condition were inoculated in quadruplicate with 20
uL aliquots of each culture (strain) at an OD of 0.5. The control treatment
consisted of non-inoculated NBRIP medium. The culture dishes were incubated
at 28 °C, the diameter of the solubilization halo (translucent area surrounding

colonies) was measured at the beginning of solubilization and after a 15 day
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incubation using a digital paquimeter, and the Solubilization Index (SI) was
expressed as halo diameter (mm) / colony diameter (mm) was calculated
(Berraquero et al. 1976). The investigated strains were classified based on their
SI as demonstrating low (SI < 2.00), intermediate (2.00 < SI < 4.00) and high
(SI > 4.0) solubilization capacities.

For assessment in liquid NBRIP medium, a 1 mL aliquot of culture
medium 79 with an OD of 0.5 at 560 nm was inoculated into a 125 mL
Erlenmeyer flask containing 50 mL of NBRIP medium at different initial pH
values. The flasks were incubated at 28 °C with shaking at 130 rpm for 10 days.
Subsequently, the samples were centrifuged (19,187 g for 5 min), and the pH
was measured, as well as the amount of soluble phosphorus in the supernatant
using the phosphomolybdate method (Murphy and Riley, 1962). In addition, the
organic acids produced in the medium were quantified. For each initial pH
value, a non-inoculated control was assessed. The ability of each strain to
solubilize phosphate was calculated as the difference between the concentration
of soluble phosphorus in the culture medium of samples that had been
inoculated with bacterial strains and that of the non-inoculated control treatment.

High-performance liquid chromatography (HPLC) (Agilent HP Series
1100) was used to identify and quantify organic acids. Samples were collected,
filtered through a 0.45 pm cellulose membrane and injected into a Supelcogel C-
610H 9 pm chromatographic column measuring 30 cm x 7.8 mm. The eleven
Merck® pro-analysis organic acids that have been reported in the literature as
being involved in solubilization were used as analytical standards. The mobile
phase was 0.1% H3PO, (pH 1.81) with a 0.5 mL min" flow rate and a 100 uL
injection per sample. The method was according manufacturer
(SUPELCO/SIGMA ALDRICH) of the column Supelcogel. The acquisition
time of the chromatograms was estimated to be 30 minutes with 30 minutes

intervals between runs. Detection was performed by UV at 210 nm with a diode
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array detector (DAD). The molecules identified and their typical retention times
(Figure 1) were as follows: oxalic acid (10.10 min), 2-ketogluconic acid (12.10
min), citric acid (12.40 min), gluconic acid (13.04 min), maleic acid (13.33
min), tartaric acid (13.45 min), malic acid (14.85 min), malonic acid (15.23
min), lactic acid (17.89 min), succinic acid (17.91 min) and propionic acid
(25.08 min). The quantification of acids was performed using calibration curves
of the standards.

The experiment with NBRIP liquid medium was performed in
independent assays for each initial pH value with a completely randomized
design and two replicates. The results were evaluated by variance analysis using
Sisvar (version 4.6) (Ferreira, 2008), and means were compared using the Scott-

Knott test at 5%.
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Figure 1 Retention time of organic acids studied. Numbers in parentheses
correspond to the retention time in minutes, the pure acid
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3 Results

All strains grew in culture medium 79 at all of the initial pH values

studied (Table 1).

Table 1 Growth of strains in culture medium 79 with mineral salts and yeast and
with different initial values of pH after 10 days of incubation at 28 °C

Strains pH 5.0 pH 6.0 pH 7.0

UFLA 03-08 (Rhizobium tropici)

UFLA 03-09 (Acinetobacter sp.)

UFLA 03-10 (Paenibacillus kribbensis)
UFLA 03-106 (Paenibacillus kribbensis)
UFLA 03-116 (Paenibacillus sp.)

+ + + + o+
+ + + + +
+ + + + o+

(+) grew.

In solid NBRIP medium, the strain UFLA 03-116 did not solubilize
Ca3(PO,), at any of the initial pH values studied. The other strains did solubilize
Ca3(PO,), at all pH values and exhibited low SI after a 15-day incubation. The
only exception was the strain UFLA 03-08 (R. tropici), which demonstrated na

intermediate SI at all of the investigated initial pH values (Table 2).

Table 2 Solubilization index of Ca3(PO,), in solid NBRIP medium with different
initial values of pH for strains obtained from nodules of cowpea, after 3
and 15 days of incubation at 28 °C

Strains pHS5.0 pH 6.0 pH7.0

3 days 15 days 3 days 15 days 3 days 15 days
UFLA 03-08"" 1.39© 256 142 2.41 1.43 2.47
UFLA 03-09% 1.13 1.66 134 1.79 1.32 1.66
UFLA 03-10% 1.17 115 1.13 1.10 1.25 1.12
UFLA 03-106" 1.19 143 117 1.50 1.32 1.68
UFLA 03-116 GNS® GNS GNS

DRhizobium tropici. ®Acinetobacter sp. P Paenibacillus kribbensis. “ Paenibacillus sp.
®)GNS= Grew and did not solubilize. ® S.I. = halo diameter (mm) / colony diameter
(mm), evaluated after 3 and 15 days of incubation.
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In liquid NBRIP medium, the strain UFLA 03-116 (Paenibacillus sp.)
exhibited the same behavior as in the solid medium and did not solubilize
Ca3(PO,); at any initial pH value, and the pH of the medium did not change from
its initial value (Figure 2). The strains UFLA 03-08 (R. tropici), UFLA 03-09
(Acinetobacter sp.), UFLA 03-10 (P. kribbensis) and UFLA 03-106 (P.
kribbensis) solubilized Caz(PO,), at all initial pH values in liquid NBRIP
medium, with no difference being observed in the amount of soluble phosphorus
among the different initial pH values of the medium. It is worth noting that more
than 60% (as much as 77% in some cases) of insoluble inorganic phosphate
(Ca3(P0O,),) was solubilized by these strains.

For most strains, the initial pH of 5.0 did not change after a 10-day
incubation nor it differed from the control (Figure 2); the only exception was the
strain UFLA 03-09 (Acinetobacter sp.) in which the pH decreased to less than
4.0. At initial pH values of 6.0 and 7.0, the pH decreased after a 10-day
incubation among all the strains where solubilization occurred. The greatest
difference was found at the initial pH of 7.0, which decreased to less than 4.0 for
the UFLA 03-09 strain. A significant negative correlation was found between
the amount of soluble phosphorus and the pH of the culture medium at the initial

pH of 5.0 (R* = - 0.59), 6.0 (R* =-0.72) and 7.0 (R* = - 0.82) (Figure 3).
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Figure 2 Soluble phosphorus (mg L") and pH in liquid medium NBRIP after 10
days of incubation with bacterial strains in the presence of Ca;(PO,),
for different initial values of pH. Error bars represent the standard

errors of the means, n =2
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Figure 3 Pearson’s correlation between the final pH of the medium NBRIP
liquid and the concentration of soluble phosphorus in the presence of
Ca3(PO,), for different initial values of pH (5.0, 6.0 and 7.0) after 10
days of incubation with strains bacterial (n = 12)

With respect to the identification and quantification of organic acids, the
strains UFLA 03-08, UFLA 03-09, UFLA 03-10 and UFLA 03-106 produced
organic acids in the culture media at all of the initial pH values studied (Figure
4). For the strain UFLA 03-08 (R. tropici), the highest total acid concentration
(malic acid, 18.90 mmol L’l) was found at an initial pH of 7.0; for this strain,
acid production varied with the initial pH of the culture medium (Figure 5 —

Chromatograms G, H and I).
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Figure 4 Total organic acids (mmol L") and pH in liquid NBRIP medium after
10 days of incubation with bacterial strains in the presence of
Ca3(POy), for different initial values of pH (5.0, 6.0 and 7.0 ). Error
bars represent the standard errors of the means, n =2
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Figure 5 Identification and quantification of organic acids produced in liquid
NBRIP culture medium at different initial pH values, inoculated with
different bacterial strains. Numbers in parentheses correspond to acid
concentration (mmol L™). (Chromatograms - A: control/pH 5.0; B:
control/pH 6.0; C: control/pH 7.0; D: UFLA 03-116/pH 5.0; E: UFLA
03-116/pH 6.0; F: UFLA 03-116/pH 7.0; G: UFLA 03-08/pH 5.0; H:
UFLA 03-08/pH 6.0; I: UFLA 03-08/pH 7.0; J: UFLA 03-09/pH 5.0
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K: UFLA 03-09/pH 6.0; L: UFLA 03-09/pH 7.0; M: UFLA 03-10/pH
5.0; N: UFLA 03-10/pH 6.0; O: UFLA 03-10/pH 7.0; P: UFLA 03-
106/pH 5.0; Q: UFLA 03-106/pH 6.0; R: UFLA 03-106/pH 7.0)

The strain UFLA 03-10 (P. kribbensis) produced 2-ketogluconic,
tartaric, and propionic acids at all of the initial pH values studied; however, the
highest total acid concentration was found in the culture media with initial pH
values of 5.0 and 7.0 (Figures 4 and 5). The strain UFLA 03-106 (P. kribbensis)
also produced tartaric and propionic acid at all of the initial pH values but the
pH of 5.0 in which 2-keto-gluconic acid was also detected. For this strain, the
highest total acid concentration was found in the medium with the initial pH of
6.0 (Figures 4 and 5).

For the strain UFLA 03-09 (Acinetobacter sp.), the only acid detected
was the gluconic acid, at pH values of 5.0 (34.25 mmol L), 6.0 (30.64 mmol L
" and 7.0 (37.34 mmol L"), which indicates consistency in the production of
acids independent of the initial pH of the growth medium.

The UFLA 03-116 (Paenibacillus sp.) was the only strain that did not
produce any organic acids under any culture condition and, therefore, it
exhibited the same behavior as the control treatment; the chromatograms show a
peak at a retention time of 8.91 min, which differs from all the retention times
exhibited by the acids in this study (Figures 1 and 5). It is worth noting that this
peak was also present in all of the other treatments and does not interfere with
the identification and quantification of the acids studied. Under these treatment
conditions, citric acid, oxalic acid, maleic acid and malonic acid were not found.

Considering all of the initial pH values, the highest total acid
concentration was produced by the strain UFLA 03-106 (167.7 mmol L"), with
the lower concentrations being produced by UFLA 03-09 (104.4 mmol L),
UFLA 03-10 (65.35 mmol L"), and UFLA 03-08 (21.52 mmol L'). Considering

all of the strains, the highest total acid concentration was found at pH 7.0 (135.2
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mmol L), with lower concentrations being detected at pH 5.0 (113.65 mmol L

" and pH 6.0 (110.0 mmol L™).

4 Discussion

The pH of the culture medium directly influences the growth of
microorganisms and the biochemical processes they perform. In many cases,
acidification is the main mechanism involved in phosphate solubilization
(Halder et al., 1990; Whitelaw, 2000; Jha et al., 2009; Marra et al., 2011; Marra
et al., in press). However, several studies have shown a lack of correlation
between solubilized phosphorus and pH of the medium (Xie et al., 2009;
Chaiharn and Lumyong, 2009). Therefore, a better understanding of the
behavior of phosphate-solubilizing bacteria inoculated into culture media at
different initial pH values may contribute to the production and management of
inoculants that improve crop production.

Our results showed that in both solid and liquid NBRIP medium, the
initial pH did not affect the solubilizing activity of strain UFLA 03-116
(Paenibacillus sp.) because it was not able to solubilize Ca;(POy), under these
conditions. These results reveal that the inability to solubilize phosphate under
these conditions is intrinsic to this strain, because it grew on solid medium,
which was visible in Petri dishes, and liquid medium, as was verified by the
presence of bacterial biomass during the centrifugation process. Studies
performed with this same strain of Paenibacillus sp. in solid and liquid GELP
medium (Sylvester-Bradley et al., 1982) at an initial pH of 7.0 also demonstrated
its inability to solubilize CaHPO,, Al(H,PO,); and FePO,.2H,O. The only
exception was for FePO,.2H,0 in liquid medium; for this phosphate, more than

20% of the phosphorus was solubilized (Marra et al., 2012). An initial pH of 7.0
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in GELP medium may contribute to the solubilization of FePO,.2H,0 by strain
UFLA 03-116 (Paenibacillus sp.).

With respect to the strains that solubilized Caz(PO,),, UFLA 03-08 (R.
tropici) was the only on to have an intermediate SI, which occurred at all of the
initial pH values studied, after a 15-day incubation at 28 °C. These SI values
were higher than those reported for Rhizobium species obtained from Crotalaria
retusa and Crotalaria verrucosa inoculated onto solid Pikovskaya culture
medium (Pikovskaya, 1948) at an initial pH of 7.0 (Sridevi et al., 2007), thereby
demonstrating that pH does not interfere with solubilization by this strain.

Conversely, the low SI exhibited by the strains UFLA 03-09, UFLA 03-
10 and UFLA 03-106 on solid medium contrasts with that of liquid medium in
which these strains solubilized significant quantities of phosphates.

The strains UFLA 03-08 (R. tropici), UFLA 03-09 (Acinetobacter sp.),
UFLA 03-10 (P. kribbensis) and UFLA 03-106 (P. kribbensis) solubilized
Ca3(POy); to a similar degree (more than 60%) at all of the initial pH values of
NBRIP medium studied. UFLA 03-09 (Acinetobacter sp.) was the only strain
that decreased the pH during all treatments, which may be related to its
production of gluconic acid. Chaiharn and Lumyong (2009) found that after a 5-
day incubation of Acinetobacter sp. in nutrient broth with an initial pH of 7.0 or
9.0, the pH of the medium decreased, but the pH increased to 6.17 in medium
with an initial pH of 5.0; nevertheless, solubilization of calcium occurred.
However, these authors did not assess the production of organic acids.

Several authors have suggested that a decrease in pH due to the
production of organic acids and the release of protons is a basic principle of
phosphate solubilization, (Sperber, 1958; Whitelaw, 2000; Chen et al., 2006).
However, the strains UFLA 03-08, UFLA 03-10 and UFLA 03-106 did not
decrease the initial pH of 5.0 after a 10-day incubation, thereby demonstrating

that acidification is not the mechanism used to promote solubilization at this
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initial pH, even when organic acids are produced in different concentrations. In
this case, the acids may be present in anionic forms and therefore do not
function in medium acidification but, rather, in Ca*" chelation (Jones, 1998;
Whitelaw, 2000). Moreover, the strain UFLA 03-08 at an initial pH of 6.0
exhibited efficient solubilization, with a decrease of pH but producing a low
concentration of lactic/succinic acid (0.37 mmol L™). This result indicates that
other solubilization mechanisms are involved and that this strain utilizes
different mechanisms when the pH of the medium varies.

Conversely, medium acidification occurred at initial pH of 6.0 and 7.0,
after a 10-day incubation, followed by the production of lactic/succinic and
malic acids by the strain UFLA 03-08, 2-keto-gluconic, tartaric and propionic
acid by the strain UFLA 03-10, and tartaric and propionic acids by the UFLA
03-106. Propionic acid was produced to the greatest degree by the latter two
strains.

The strains UFLA 03-08, UFLA 03-09, UFLA 03-10 and UFLA 03-106
solubilized Ca3z(PO,), at all three initial pH values studied. Brazilian soils
usually exhibit acidic pH values, often varying between 5.0 and 6.5, and the
practice of liming aims to reach pH 5.5-6.5. Therefore, these strains may
increase and maintain the availability of phosphorus to plants across a wide
variety of soil management the process of solubilization itself is not altered by
the presence of these strains. Besides contributing to solubilization, the
production of certain acids by these strains may also serve as a readily accessible

source of carbon for these microorganisms (Jones, 1998).
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5 Conclusions

The initial pH of the culture medium influences the production of
organic acids by the strains UFLA 03-08, UFLA 03-09, UFLA 03-10 and UFLA
03-106 but they do not promote the solubilization of calcium phosphate.

Medium acidification is not the mechanism by which the strains UFLA
03-08, UFLA 03-10 and UFLA 03-106 solubilize calcium phosphate when the
initial pH at médium is 5.0.

This study demonstrated that the strains UFLA 03-09 and UFLA 03-10
produced the same acids when the culture medium exhibited different initial pH

values.
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Resumo

O fésforo € o nutriente que mais limita o crescimento das plantas e na
maioria dos solos encontra-se em baixa disponibilidade, sendo necessdria a
aplicacdo de altas dosagens de adubos fosfatados para a obtencdo de altas
produtividades, tornando-se assim, um dos fatores mais limitantes a
produtividade agricola. Os objetivos deste trabalho foram avaliar a contribuicio
no crescimento e nutricdo fosfatada de leguminosas e gramineas, em vaso de
Leonard e vaso com solo, por bactérias solubilizadoras de fosfatos. Em
condicdes estéreis, os tratamentos consistiram da inoculacdo das estirpes UFLA
03-08, UFLA 03-09, UFLA 03-10, UFLA 03-106 e UFLA 03-116,
separadamente, em vasos Leonard contendo, na parte superior, 0,25 g de
Ca;(PO4), e quatro controles, sem inoculacdo, trés com as seguintes
concentragdes de fésforo solivel: 0,775; 7,75 e 15,0 mg de fésforo L'e um, sem
inoculacdo mas com 0,25 g de Ca;(PO,),. J4 nas condi¢des ndo estéreis, os
tratamentos consistiram da inoculacdo das mesmas estirpes, separadamente, em
vasos com solo (2 dm™) contendo 6,0 g de fosfato natural de Araxd; um controle
com o fosfato natural de Araxd sem inocula¢do; dois controles contendo 150,0 e
300,0 mg vaso™ de fésforo soldvel aplicado na forma do adubo super triplo sem
inoculagdo e um controle sem a adi¢do de fésforo solivel, fosfato natural de
Araxd e sem inoculagdo. Os resultados demonstram variacdo na contribuicdo do
crescimento das plantas via solubilizagdo de fosfato quando analisadas em
condicdes estéreis e ndo estéreis, mas ficou evidente a contribuicdo de
microrganismos na promogdo do crescimento de leguminosas e gramineas por
meio da melhoria da nutricao fosfatada, nitrogenada e, em alguns casos, melhora
da nutricdo de diversos macros e micronutrientes. Assim, o uso destas bactérias
¢ indicado para futuros experimentos em condi¢des de campo.

Palavras chaves: Zea mays, Phaseolus vulgaris, Brachiaria decumbens, Vigna
unguiculata, leguminosas, gramineas, fésforo, fosfatos
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Abstract

Phosphorus is the biggest limiting nutrient plant growth and in the most
soils is low available, needing the application of high phosphate fertilizers
dosage to achieve high yields, thus making it one of the most limiting
agricultural productivity. The objectives of this study was to evaluate the
contribution to the growth and phosphorus nutrition of legumes and grasses, in
Leonard pot and pot with soil, using phosphate solubilizing by bacteria. In
sterile conditions, the treatments consisted of inoculation with strains UFLA 03-
08, UFLA03-09, UFLA 03-10, UFLA 03-106 and UFLA 03-116, separately, in
pots containing Leonard, at the top, 0.25 g Ca;(PO,), and four controls, without
inoculation, three concentrations following of soluble phosphorus: 0.775, 7.75
and 15.0 mg L' and one, without inoculation but with 0,25 g of Caz(PO,),.
Already non-sterile conditions, the treatments consisted of strains inoculation,
separately, in pots with soil (2 dm™) containing 6.0 g of natural phosphate
Arax4d; a control with natural phosphate Araxd without inoculation; two controls
containing 150.0 and 300.0 mg pot”’ of soluble phosphorus applied as the
fertilizer triple super without inoculation and a control without the soluble
phosphorus addition, natural phosphate Araxd and without inoculation. The
results show variation in the growth contribution of plants through phosphate
solubilization when analyzed in sterile and non-sterile conditions, but it was
evident the contribution of microorganisms to promote the legumes growth and
grasses through improved phosphorus nutrition, nitrogen, and some cases,
improve the nutrition of various macro and micronutrients. Thus, the bacteria
using is indicated for future experiments in field conditions.

Keywords: Zea mays. Phaseolus vulgaris. Brachiaria decumbens. Vigna
unguiculata. Legumes. Grasses. Phosphorus. Phosphates.
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1 Introducao

As bactérias que apresentam um efeito benéfico no crescimento das
plantas s@o classificadas como bactérias promotoras de crescimento de plantas.
Essa promocdo do crescimento pode ser realizada por diferentes processos,
sendo um deles a solubilizacdo de fosfatos inorginicos insoliveis, contribuindo
com a nutri¢do fosfatada das plantas.

A utilizacdo de microrganismos solubilizadores de fosfatos para
aumentar a disponibilidade de fésforo para as plantas e aumentar seu
crescimento tem sido relatada em diferentes culturas e regides: Chabot et al.,
(1993) atribuiram uma promog¢do de crescimento de milho inoculado com
Pseudomonas e Enterobacter spp. a habilidade dessas bactérias em solubilizar
fosfatos e produzir sideréforos e auxinas. Eles demonstraram que o uso desses
microrganismos aumenta a eficiéncia na utilizagdo de fésforo e a produtividade
das culturas; Chabot et al., (1993, 1996) demonstraram que a inoculacdo de
Rhizobium promove a solubiliza¢do de fosfatos do solo aumentando a producio
de espécies como o milho (Zea mays) e a alface (Lactuca sativa); Peix et al.
(2001) também demonstraram que isolados de Mesorhizobium mediterraneum
promoveram o crescimento, aumentando a producdo de matéria seca, a absorcao
de N, P, K, Mg e Ca 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 promocdo de crescimento por meio da
solubilizacdo de fosfatos inorganicos insoliveis, ainda que bactérias desse grupo
sejam estudadas como fixadoras simbidticas de nitrogé€nio em leguminosas.

Babana & Antoun (2006) avaliando o crescimento de plantas de trigo
(Triticum aestivum L.), em campo, inoculadas com bactérias solubilizadoras de
fosfatos e fungos micorrizicos, verificaram que a inoculacdo promoveu um

acimulo maior de fésforo nos graos e demonstraram que pela inoculagdo de
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sementes com estes microrganismos, em condi¢des de campo € possivel obter
rendimentos de trigo compardveis aos produzidos por meio da utilizagdo do
adubo com fésforo soldvel.

Por outro lado, apesar do crescimento da soja ter sido estimulado por
estirpe solubilizadora da bactéria Burkholderia sp., este ndo foi correlacionado
com o indice de absorcdo de fésforo (Fernandez et al., 2007). De Freitas et al.
(1997) observaram que Bacillus e Xanthomonas aumentaram a altura e biomassa
de plantas de canola (Brassica napus L.), mas ndo aumentaram o teor de fésforo
dos tecidos, enquanto Xie (2008) demonstrou que isolados de Rhizobium
leguminosarum solubilizaram fosfato de célcio in vitro, mas ndo promoveram o
crescimento de plantas de canola nem contribuiram na absor¢do de fésforo em
experimento com solo.

As plantas e os microrganismos absorvem fosforo da solugdo do solo,
portanto, os processos quimicos abidticos e bidticos que controlam as
transformacdes e absorcdo desse elemento sdo importantes fatores do seu ciclo o
que reflete na produtividade das culturas (Moreira & Siqueira, 2006).

Embora o mecanismo exato pelo qual bactérias solubilizadoras de
fosfatos estimulam o crescimento de plantas ainda nao esteja definido, isso ndo
diminui o potencial de uso desses microrganismos como biofertilizantes. Assim,
a selecdo de estirpes eficientes na solubilizacdo de fosfatos deve ser baseada na
combinagdo de experimentos em casa de vegetacdo e em condi¢des de campo,
que permitird gerar resultados mais consistentes com relacdo a melhoria do
estado nutricional das plantas.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a contribuicdo de
bactérias solubilizadoras de fosfatos no crescimento de leguminosas e gramineas
em vaso de Leonard (estéril) e em vaso com solo (ndo estéril) em casa de

vegetacao.
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2 Material e Métodos

2.1 Estirpes

Foram testadas, separadamente, as estirpes UFLA 03-08 (Rhizobium
tropici), UFLA 03-09 (Acinetobacter sp.), UFLA 03-10 (Paenibacillus
kribbensis), UFLA 03-106 (Paenibacillus kribbensis) e UFLA 03-116
(Paenibacillus sp.) (Tabela 1). Todas foram isoladas de nédulos de feijao caupi,
sendo que as estirpes UFLA 03-08 e UFLA 03-09 foram eficientes na fixacao
bioldgica de nitrogénio em simbiose com caupi e também na solubilizagdo de
CaHPO, em meio de cultura GELP (Sylvester-bradley, et al., 1982), ja a estirpe
UFLA 03-106 foi eficiente na solubilizagdo de CaHPO, e FePO,.2H,0 também
em meio GELP, e as estirpes UFLA 03-10 e UFLA 03-116, sendo a primeira
nodulifera e eficiente na fixagc@o bioldgica de nitrogénio em simbiose com caupi
e a segunda nao nodulifera em feijao caupi, mas solubiliza FePO,.2H,O em

meio GELP (Marra et al., 2012).

Tabela 1 Solubilizagdo em meio liquido GELP, nodulacdo em feijao caupi e
identificacdo das estirpes

Solubiliza¢do em meio GELP liquido

Estirpes Identificagao I\i(r)r(lhi?]gjio
CaHPO, AlH¢P;0,, FePO,.2H,0

UFLA 03-08 + - - Rhizobium tropici +

UFLA 03-09 + - - Acinetobacter sp. +

UFLA 03-10 - - + Paenibacillus kribbensis +

UFLA 03-106 + - + Paenibacillus kribbensis -
UFLA 03-116 - - + Paenibacillus sp. -
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2.2 Culturas

As culturas estudadas nos experimentos em vaso de Leonard e em vaso
com solo foram o feijdo comum (Phaseolus vulgaris) cultivar BRS-MG
Talisma, o feijao caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] cultivar BR-17 Gurguéia,
o milho (Zea mays), BR-206 hibrido duplo precoce, e braquidria (Brachiaria

decumbens Stapf.), formando cada espécie um experimento separado

2.3 Contribuicio de bactérias solubilizadoras de fosfato no crescimento de

leguminosas e gramineas em vaso de Leonard

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo do
Laboratério de Microbiologia do Solo no Departamento de Ciéncia do Solo na
Universidade Federal de Lavras, entre os meses de agosto a dezembro de 2010,
empregando vasos de Leonard (Vincent, 1970) (Figura 1). Os tratamentos
consistiram da inoculacdo das cinco estirpes, separadamente, em vasos
contendo, na parte superior, 0,25 g de Ca;(PO,), (Sigma) o que equivale a 50 mg
de fésforo L, e quatro controles, sem inoculagio, sendo trés com as seguintes
concentragdes de fosforo solivel: 0,775 (solu¢do de Hoagland & Arnon dita sem
fosforo solivel); 7,75 (solucdo de Hoagland & Arnon dita completa) e 15,0 mg
de fésforo L™ (solugdo de Hoagland & Arnon com o dobro de fésforo soliivel em
relacdo a completa) e um sem inoculagdo mas com 0,25 g de Caz;(PO,), (Sigma).
Os experimentos foram arranjados em delineamento inteiramente casualizado,
com trés repeticdes.

A parte superior do vaso de Leonard continha 500 cm’ da mistura de
areia e vermiculita na proporcdo 1:2 (v/v) e a inferior continha 800 mL de
solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950) com as seguintes composi¢des

por litro de solucdo: i) para os tratamentos inoculados, o tratamento com 0,775
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mg de fésforo solivel L' e o tratamento com 0,25 g de Cas(PO,),: NH,H,PO,
11,5 mg; KNO; 606,7 mg; Ca(NO,),.4H,0 944,6 mg; MgS0,.7H,0 493,8 mg;
NH,NO; 80,0 mg; H,BO; 2,86 mg; MnCl,.4H,O 1,81 mg; ZnSO,.7H,O 0,22
mg; CuSO,.5H,0 0,08 mg; NaMoO,.2H,0 0,023 mg; Fe-EDTA 1 mL por L
solugﬁo'l; ii) para o tratamento com 7,75 mg de fésforo solivel L': NH,H,PO,
114,0 mg; KNO; 606,7 mg; Ca(NO3),.4H,0 944,6 mg; MgS0,.7H,0 493,8 mg;
H,BO; 2,86 mg; MnCl,.4H,0 1,81 mg; ZnSO,.7H,O 0,22 mg; CuSO,.5H,0
0,08 mg; NaMo00,.2H,0 0,023 mg e Fe-EDTA 1 mL; iii) para o tratamento com
15,0 mg de fésforo solivel L™ o reagente NH,H,PO, foi adicionado em dobro,
sendo que os demais seguiram a mesma concentracdo. Todas as solucdes
utilizadas foram diluidas quatro vezes apresentando pH na faixa entre 6,5 e 6,7.
Apés o preparo dos vasos e das solugdes nutritivas, estes foram autoclavados por

uma hora, 2 pressdo de 1,5 kg cm™ a 127°C.

Figura 1 Vista parcial do experimento em vaso de Leonard
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As sementes de feijao comum, feijao caupi e milho foram desinfestadas
na superficie com etanol 96% por 30 segundos e hipoclorito de s6dio a 2% por 2
minutos. Em seguida estas foram lavadas seis vezes com &4gua destilada
esterilizada. Posteriormente, foram colocadas em placas de Petri de 150 mm x
15 mm com algodao e papel filtro umedecidos (autoclavados) por 12 horas em
camara de crescimento a 28 °C. As sementes de braquidria foram previamente
imersas em dcido sulfirico concentrado por 1 minuto e em seguinte foram
lavadas com dgua corrente por 12 horas. Posteriormente, ela foram lavadas seis
vezes com agua destilada esterilizada. Foram semeadas 4 sementes por vaso para
o feijdio comum, feijdo caupi e milho, para a braquidria foram semeadas 12
sementes; em todas as culturas estas estavam pré-germinadas visando o imediato
contato das raizes das plantas com as estirpes. Antes da semeadura, os vasos
receberam 5 mL de dgua destilada esterilizada para aumentar a umidade do
substrato. Também foi adicionado, apés 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) para evitar contaminacdes. Os tratamentos com braquidria
foram desbastados a partir do décimo dia apds a germinacgdo, deixando-se 8
plantas por vaso. Para as demais plantas o desbaste ocorreu no sexto dia apds a
germinacao, deixando-se somente duas plantas por vaso.

As estirpes foram previamente crescidas em meio 79 (Fred & Waksman,
1928) liquido, num periodo de trés dias sob agitacdo de 100 rpm a 28 °C. Em
seguida inoculou-se um mililitro do meio contendo cerca de 1x10° células
bacterianas mL"' em cada semente. Os controles nio receberam inoculagio.

A solucg@o nos vasos foi substituida, semanalmente, por solug¢do nutritiva
estéril 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
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média das maximas de 36 °C. A temperatura mixima obtida foi 42 °C e a
minima 13 °C.

O tratamento com braquidria foi conduzido para obtencdo de 3 cortes. O
feijdo comum e milho foram colhidos aos 40 dias apds o plantio, o feijdo caupi e
o primeiro corte da braquidria aos 45 dias apds o plantio, ja o segundo corte da
braquidria ocorreu aos 75 dias ap6s o plantio e o terceiro corte aos 105 dias ap6s

o plantio.

2.4 Contribuicio de bactérias solubilizadoras de fosfato no crescimento de
leguminosas e gramineas em vaso com Latossolo Vermelho-Amarelo

distrofico

2.4.1 Contagem de microrganismos solubilizadores de fosfato no solo

Uma amostra simples do solo, apés aplicagdo da calagem, foi coletada
de diferentes vasos para formar uma amostra composta usada para se estimar o
nimero de microrganismos solubilizadores presente no solo. Foram realizadas
dez dilui¢des seriadas da amostra em solucdo salina (8,5 g L' de NaCl) até a
diluicio 10™"°. O espalhamento foi realizado com 100 pL da suspensio das
dilui¢cdes em placas contendo o meio de cultura NBRIP (Nautiyal, 1999). A

contagem foi realizada periodicamente até o oitavo dia apds inoculacao.

2.4.2 Conducao dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo do
Laboratério de Microbiologia do Solo no Departamento de Ciéncia do Solo na
Universidade Federal de Lavras, entre os meses de abril a julho de 2011 em

vasos plésticos com capacidade de 2 dm® (Figura 2). O solo utilizado foi um
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Latossolo Vermelho-Amarelo distréfico textura média (Embrapa, 2006),

coletado no municipio de Itumirim-MG em uma 4rea com plantio de braquidria.

A coleta foi na camada aravel (0 a 20 cm). O solo foi seco ao ar, destorroado,

homogeneizado e passado em peneira de 4 mm de abertura. Na tabela 2

encontram-se as caracteristicas quimicas e fisicas deste solo.

Figura 2 Vista parcial do experimento em vaso com solo

Tabela 2 Caracteristicas quimicas e fisicas do solo estudado

Propriedade Valor Classe de interpretagio"”
pH (H,0O) 4,6 Baixo

p@ (mg dm?) 1,2 Muito baixo

K (mg dm™) 19,0 Baixo

Ca (cmol, dm™) 0,1 Muito baixo

Mg (cmol, dm™) 0,1 Muito baixo

Al (cmol, dm™) 0,3

Baixo

...continua...
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Tabela 2, Cont.

Al + H (cmol.dm™) 2,3 Baixo

SB® (cmol.dm™) 0,2 Muito baixo
®® (cmol. dm™) 0,5 Muito baixo
(T)® (cmol.dm™) 2,6 Baixo

V@ (%) 9,7 Muito baixo
m” (%) 54,7 Alta

MO® (g/kg) 0,6 Muito baixo
P’ (mg L) 39,8 -

Zn (mg dm?) 1,6 Bom

Fe (mg dm?) 17,0 Baixo

Mn (mg dm™) 0,4 Muito baixo
Cu (mg dm'3) 0,5 Baixo

B (mg dm™) 0,1 Muito baixo
S (mg dm™) 20,8 Muito bom
Areia (%) 69 -

Silte (%) 4 -

Argila (%) 27 -

DRibeiro et al. (1999). ®Método Mehlich-1. ’Soma de bases trociveis. "CTC
efetiva. © CTC a pH 7,0. ®Indice de saturacio de bases. “Indice de saturagio
de aluminio. ®MO = Matéria Orgéanica - oxidagdo: Na,Cr,0; 4N + H,SO, 10N.
@ Eésforo remanescente.

Foi realizada a calagem, quarenta dias antes do plantio, segundo o
método de saturagdo por bases, de modo a elevar a saturacido para 60%, para
todas as culturas. Em todas as parcelas foi efetuada uma adubacio bdsica (mg
dm'3): 300 de N, 300 de K; 40 de S, 1,5 de Cu; 3,6 de Mn; 5,0 de Zn; 0,8 de B;
0,15 de Mo, sendo a adubacdo nitrogenada e potdssica parcelada em trés vezes, a
primeira 12 dias apds a emergéncia (DAE) e as demais aos 24 e 40 DAE.

Os tratamentos consistiram da inoculacdo das cinco estirpes em vasos
com solo (2 dm™) contendo 6,0 g de fosfato natural de Araxa (Apatita — 23% de
P,0s) o que equivale a 300,0 mg de fésforo vaso™', conforme recomendagio que

leva em considerac@o o teor de argila presente no solo (Lopes, 1983; Lopes &
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Guilherme, 1994); um controle com o fosfato natural de Araxd (6,0 g Vaso'l),
sem inocula¢do; dois controles contendo 150,0 (recomendagdo feita para
experimentos em vaso, Malavolta et al., (1997)) e 300,0 mg vaso ' de fésforo
soliivel aplicado na forma do adubo super triplo (esta dltima dosagem foi para
igualar ao fosfato aplicado via fosfato natural de Araxd); e um controle sem a
adi¢do de fosforo solivel, sem adigdo de fosfato natural de Araxd e sem
inoculagdo. O fosfato natural de Araxd e o adubo super simples foram aplicados
2 dias antes do plantio. Os experimentos foram arranjados em delineamento
inteiramente casualizado, com trés repeticdes.

As sementes de feijao comum, feijao caupi e milho foram desinfestadas
superficialmente com etanol 96% por 30 segundos e hipoclorito de sédio a 2%
por 2 minutos. Em seguida estas foram lavadas seis vezes com dgua destilada
esterilizada. Posteriormente, foram colocadas em placas de Petri de 150 mm x
15 mm com algodao e papel filtro umedecidos (autoclavados) por 12 horas em
camara de crescimento a 28 °C. As sementes de braquidria foram previamente
imersas em &cido sulftrico concentrado por 1 minuto e em seguinte foram
lavadas com 4gua corrente por 12 horas. Posteriormente, foram lavadas seis
vezes com agua destilada esterilizada. Foram semeadas 4 sementes por vaso,
para o feijdo comum, feijao caupi e milho, e para a braquidria, foram 16
sementes; em todas as culturas estas estavam pré-germinadas visando o imediato
contato das raizes das plantas com as estirpes. Apds a semeadura, 0s vasos
foram irrigados com dgua destilada. Os tratamentos com braquidria foram
desbastados a partir do décimo dia apds a germinacdo, deixando-se 8 plantas por
vaso. Para as demais plantas o desbaste ocorreu no sexto dia apds a germinagio,
deixando-se somente duas plantas por vaso.

As estirpes foram previamente crescidas em meio 79 (Fred & Waksman,

1928) liquido, num periodo de trés dias sob agitagdo de 100 rpm a 28 °C. Em
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seguida inoculou-se dois mililitro do meio contendo cerca de 1x10% células
bacterianas mL"' em cada semente. Os controles nio receberam inoculagio.

A irrigagcdo dos vasos, com dgua destilada, foi realizada a medida que se
constatava, visualmente, a necessidade do fornecimento de dgua. A temperatura
média da casa de vegetacdo foi avaliada semanalmente, identificando-se a média
das minimas de 13 °C e a média das maximas de 34 °C. A temperatura maxima
observada foi 39 °C e a minima 12 °C.

O feijdo comum e o feijao caupi foram colhidos no inicio do florescimento
com 50 DAE, o tratamento com milho passou por um corte (uma planta vaso™)
aos 30 DAE e outro aos 45 DAE (uma planta vaso™"), ji na braquidria foram
feitos 3 cortes. O primeiro corte da braquidria ocorreu aos 30 DAE, o segundo

corte ocorreu aos 60 DAE e o terceiro corte aos 90 DAE.

2.5 Variaveis analisadas

Para todos os tratamentos, tanto em vaso de Leonard quanto em vaso com
solo, foram avaliados a matéria seca da parte aérea (MSPA), a matéria seca de
raiz (MSR), o conteddo dos macronutrientes (nitrogénio, fosforo, potdssio,
célcio, magnésio e enxofre) e micronutrientes (cobre, ferro, manganés e zinco)
na parte aérea (Sarruge & Haag, 1979; Malavolta et al., 1997).

Os resultados do experimento foram submetidos a andlise de variancia,
empregando-se o programa de andlise estatistica Sisvar 5.3 (Ferreira 2008). As
médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade.

3 Resultados

3.1 Leguminosas em vaso de Leonard
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As estirpes UFLA 03-09 (Acinetobacter sp.), UFLA 03-10
(Paenibacillus kribbensis), UFLA 03-106 (Paenibacillus kribbensis) e UFLA
03-116 (Paenibacillus sp.) contribuiram para o aumento da matéria seca da parte
aérea (MSPA) do feijao comum (Phaseolus vulgaris), sendo maior que os
tratamentos com Ca;(PQOy), (insolidvel) e com 0,775 mg de fésforo L' (soldvel),
sendo o efeito das estirpes UFLA 03-10 e UFLA 03-106 MSPA maior,
inclusive, do que o tratamento com 15,0 mg de fésforo L™ (soldvel). O mesmo
nio foi observado para a estirpe UFLA 03-08 (Rhizobium tropici). Ja o
tratamento com 7,75 mg de fésforo L' (solivel) proporcionou o maior
crescimento de MSPA em relacdo aos demais (Figura 3).

A producdo de matéria seca da parte aérea refletiu no comportamento
dos tratamentos em relacdo ao acimulo de fésforo na parte aérea, tendo sido o
tratamento com 7,75 mg de fésforo L' (soltvel) superior aos demais, seguido
dos tratamentos com as estirpes UFLA 03-10, UFLA 03-106 e UFLA 03-116,
que foram maiores que os tratamentos com Caz(PO,); (insoldvel) e com 0,775
mg de fésforo L (solivel), exceto para a estirpe UFLA 03-09 (Tabela 3).

Para os demais macro e micronutrientes o tratamento com a estirpe
UFLA 03-116 foi maior que o tratamento com Caz(PO,), (insolivel), sendo
maior, inclusive, que os tratamentos com 7,75 e 15,0 mg de fésforo L' (soluvel)
para potdssio, magnésio e zinco. Os tratamentos com as estirpes apresentaram
um maior acimulo de nitrogénio na parte aérea das plantas, em relacdo ao
tratamento com Caz(POy,), (insolivel) e com 0,775 mg de fésforo L' (solivel).
Destacaram-se as estirpes UFLA 03-10 e UFLA 03-116, as quais nao diferiram
dos tratamentos com 7,75 e 15,0 mg de fésforo L' (solivel). Para todos os
nutrientes, os tratamentos com a estirpe UFLA 03-09, com a estirpe UFLA 03-
10, ou com a estirpe UFLA 03-106 foram maiores que o tratamento com

Ca3(PO,); (insoluvel) (Tabela 3).
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Para a matéria seca da raiz (MSR) as estirpes UFLA 03-09 e UFLA 03-
116 nao diferiram dos tratamentos com 7,75 e 15,0 mg de fésforo L (soldvel) e
foram maiores que os demais tratamentos. Além disso, a estirpe UFLA 03-106
apresentou MSR maior que os tratamentos com Ca;(PO,), (insolivel) e com

0,775 mg de foésforo L (solivel) (Figura 3).
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Figura 3 Matéria seca da parte aérea e matéria seca de raiz na cultura do feijao
comum (Phaseolus vulgaris), sob diferentes condicdes de
fornecimento de fésforo cultivado em vaso de Leonard. Barras de erro
representam o erro padrao da média, n=3. Tratamentos: A= UFLA 03-
08 + 0,775 mg P L' (NH,H,PO,) + 0,25 g Ca3(PO,),; B= UFLA 03-09
+ 0,775 mg P L' (NH,H,PO,) + 0,25 g Ca3(PO,),; C= UFLA 03-10 +
0,775 mg P L' (NH,H,PO,) + 0,25 g Ca3(PO,),; D= UFLA 03-106 +
0,775 mg P L' (NH,H,PO,) + 0,25 g Ca3(PO,),; E= UFLA 03-116 +
0,775 mg P L' (NH,H,PO,) + 0,25 g Ca3(PO,),; F= sem inoculagdo +
0,775 mg P L' (NH4H,POy) + 0,25 g Ca3(PO,),; G= sem inoculagdo +
0,775 mg P L! (NH4H,PO,4) + 0,00 g Ca3(PO,),; H= sem inoculagdo +
7,75 mg P L! (NH4H,PO,) + 0,00 g Ca3(PO,),; I= sem inoculacio +
15,0 mg P L' (NH4H,PO,) + 0,00 g Cas(PO,),
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As estirpes estudadas ndo contribuiram para o crescimento da matéria
seca da parte aérea do feijdo caupi (Vigna unguiculata), apresentando valores
iguais ou inferiores ao tratamento com Caz(PO,), (insoldvel). J4 o tratamento
com 7,75 mg de fésforo L™ (soldvel) apresentou o maior crescimento de MSPA
em relacdo aos demais (Figura 4).

Para esta cultura, a producdo de matéria seca também refletiu o
comportamento dos tratamentos em relacdo ao acimulo de fésforo na parte
aérea, exceto a estirpe UFLA 03-08 (Rhizobium tropici), que apesar de ter a
MSPA igual ao tratamento com Cas(PO,), (insolivel) apresentou um conteido
de fésforo na parte aérea maior; isso também foi observado para o acimulo de
potdssio, enxofre, célcio, magnésio, cobre, ferro e manganés (Tabela 3). Da
mesma forma que aconteceu para a cultura do feijio comum (Phaseolus
vulgaris), os tratamentos com as estirpes também apresentaram um maior
acimulo de nitrogénio na parte aérea das plantas em relagdo ao tratamento com
Ca3(PO,); (insoluvel) e com 0,775 mg de fésforo L™ (soldvel), sendo destaque as

estirpes UFLA 03-08 e UFLA 03-10 (Tabela 3).
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Figura 4 Matéria seca da parte aérea e matéria seca de raiz na cultura do feijao
caupi (Vigna unguiculata), sob diferentes condi¢cdes de fornecimento
de fésforo cultivado em vaso de Leonard. Barras de erro representam o
erro padrdo da média, n=3. Tratamentos: A= UFLA 03-08 + 0,775 mg
P L' (NHH,PO,) + 0,25 g Cas(PO,),; B= UFLA 03-09 + 0,775 mg P
L' (NH,H,PO,) + 0,25 g Ca3(POy),; C= UFLA 03-10 + 0,775 mg P L™
(NH,H,PO,) + 0,25 g Cas(PO,),; D= UFLA 03-106 + 0,775 mg P L'
(NH,H,PO,) + 0,25 g Ca3(PO,),; E= UFLA 03-116 + 0,775 mg P L'
(NH4H,PO,4) + 0,25 g Ca3(POy),; F= sem inoculacdo + 0,775 mg P L!
(NH4H,POy4) + 0,25 g Ca;3(POy),; G= sem inoculagdo + 0,775 mg P L'
(NH4H,POy4) + 0,00 g Ca3(PO,4),; H= sem inoculag¢do + 7,75 mg P L'
(NH4H,POy4) + 0,00 g Ca;3(PO,),; I= sem inoculagdo + 15,0 mg P L'
(NH4H2PO4) + 0,00 g Ca3(PO4)2

3.2 Gramineas em vaso de Leonard

As estirpes UFLA 03-08 (Rhizobium tropici), UFLA 03-09
(Acinetobacter sp.), UFLA 03-10 (Paenibacillus kribbensis) ¢ UFLA 03-106
(Paenibacillus kribbensis) contribuiram para o crescimento e aumento da

matéria seca da parte aérea do milho (Zea mays) sendo maior que a estirpe
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UFLA 03-116 e os tratamentos com Caz(PO,), (insolivel) e com 0,775 mg de
fésforo L™ (solivel). J4 os tratamentos com 7,75 e 15,0 mg de fésforo L'
(soldvel) proporcionaram maior produ¢do de MSPA em relagdo aos demais
(Figura 5).

Para a matéria seca da raiz, as estirpes UFLA 03-08, UFLA 03-09 e
UFLA 03-106 nio diferiram dos tratamentos com 7,75 e 15,0 mg de fésforo L!
(solivel) e proporcionaram maiores producdes de MSR que os demais
tratamentos. Além disso, a estirpe UFLA 03-10 apresentou MSR maior que a
estirpe UFLA 03-116 (Paenibacillus sp.) e que os tratamentos com Ca;(POy),
(insoldvel) e com 0,775 mg de fésforo L' (soldvel) (Figura 5).

A producdo de matéria seca da parte aérea e a producdo de matéria seca
de raiz teve um comportamento semelhante ao de acimulo de fésforo na parte
aérea, pois, para as trés varidveis os tratamentos com 7,75 e 15,0 mg de fésforo
L' (solivel), as estirpes UFLA 03-08, UFLA 03-09, UFLA 03-10 e UFLA 03-
106 foram superiores aos tratamentos com a estirpe UFLA 03-116, com
Ca3(PO,); (insoluvel) e com 0,775 mg de fésforo L' (solivel) (Tabela 4).

Da mesma forma que aconteceu para as culturas do feijao comum
(Phaseolus vulgaris) e do feijao caupi (Vigna unguiculata), os tratamentos com
as estirpes também proporcionaram maior acimulo de nitrogénio na parte aérea
das plantas de milho em relacdo ao tratamento com Ca;(POy), (insolivel) e com
0,775 mg de fésforo L (solivel), sendo que a estirpe UFLA 03-09 nio diferiu
do tratamento com 7,75 mg de fésforo L' (Tabela 4).

Para os demais macro e micronutrientes, exceto o enxofre, o tratamento
com a estirpe UFLA 03-09 promoveu maior acimulo na parte aérea do que o
tratamento com Caz(PO,), (insolivel), ndo diferindo ou sendo maior que o
tratamento com 7,75 e 15,0 mg de fésforo L™ (soldvel) para célcio e magnésio

(Tabela 4).
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Figura 5 Matéria seca da parte aérea e matéria seca de raiz na cultura do milho
(Zea mays), sob diferentes condi¢cdes de fornecimento de fésforo
cultivado em vaso de Leonard. Barras de erro representam o erro
padrio da média, n=3. Tratamentos: A= UFLA 03-08 + 0,775 mg P L"
(NH4H,PO,) + 0,25 g Ca3(PO,),; B= UFLA 03-09 + 0,775 mg P L"
(NH4H,PO,) + 0,25 g Ca3(PO,),; C= UFLA 03-10 + 0,775 mg P L'
(NH,H,PO,) + 0,25 g Ca3(PO,),; D= UFLA 03-106 + 0,775 mg P L'
(NH,H,PO,) + 0,25 g Ca3(PO,),; E= UFLA 03-116 + 0,775 mg P L'
(NH H,PO,4) + 0,25 g Ca3(POy,),; F= sem inoculacdo + 0,775 mg P L!
(NH4H,POy) + 0,25 g Ca3(PO,),; G= sem inoculagdo + 0,775 mg P L!
(NH4H,PO,4) + 0,00 g Ca3(PO,),; H= sem inoculag¢do + 7,75 mg P L!
(NH4H,POy4) + 0,00 g Ca;3(PO,),; I= sem inoculagdo + 15,0 mg P L'
(NH4H,POy4) + 0,00 g Ca3(POy),

As estirpes UFLA 03-09 (Acinetobacter sp.) e UFLA 03-106
(Paenibacillus kribbensis) contribuiram para o aumento da matéria seca da parte
aérea da braquidria (Brachiaria decumbens Stapf), com 45 dias apds a
emergéncia (DAE), ndo diferindo dos tratamentos com 7,75 e 15,0 mg de

fésforo L™ (soldvel) e sendo maior que os demais tratamentos. ApSs o primeiro
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corte, aos 75 DAE os tratamentos com as estirpes UFLA 03-09 e UFLA 03-106
apresentaram MSPA inferior aos tratamentos com 7,75 e 15,0 mg de fésforo L™
(soldvel), mas continuaram sendo maiores que os demais tratamentos. J4 aos 105
DAE os tratamentos com as estirpes UFLA 03-08 (Rhizobium tropici), UFLA
03-09, UFLA 03-10 (Paenibacillus kribbensis) e UFLA 03-106 apresentaram
MSPA inferior ao tratamento com 7,75 mg de fésforo L' (soldvel), mas foram
maiores que a estirpe UFLA 03-116 (Paenibacillus sp.) e que os tratamentos
com Ca3(PO,), (insolivel) e com 0,775 mg de fésforo L (solivel) (Figura 6).

O acimulo de fésforo e de nitrogénio na parte aérea acompanhou o
observado para MSPA para o primeiro corte (45 DAE), onde os tratamentos com
7,75 e 15,0 mg de fésforo L™ (soldvel) foram superiores aos demais seguidos
dos tratamentos com as estirpes UFLA 03-09 e UFLA 03-106 que foram
maiores que os demais tratamentos (Tabela 5). Para o segundo corte (75 DAE) o
tratamento com Cas(PO,), (insolivel), apesar de apresentar MSPA igual aos
tratamentos com estirpes, foi inferior no acimulo de fésforo e nitrogénio em
relacdo as estirpes UFLA 03-08, UFLA 03-09, UFLA 03-106 e UFLA 03-116.
Ja para o terceiro corte (105 DAE), os resultados da MSPA apresentaram o
mesmo comportamento em relacdo ao acimulo de fésforo e nitrogénio na parte
aérea, sendo maior no tratamento com 7,75 mg de fésforo Lt (solavel), seguidos
dos tratamentos com as estirpes UFLA 03-08, UFLA 03-09, UFLA 03-10 e
UFLA 03-106 ¢ com 15,0 mg de fésforo L', que, por sua vez, foram maiores
que os tratamentos com a estirpe UFLA 03-116 e com Caz(POy), (insolivel) e
por fim o tratamento com 0,775 mg de fésforo L' (solivel) (Tabela 5).

Para a matéria seca da raiz, 105 DAE, os tratamentos com as estirpes
UFLA 03-09 e UFLA 03-106 foram maiores que as demais estirpes e que os
tratamentos com Caz(PO,), (insolivel) e com 0,775 mg de fésforo L (solivel)

(Figura 7).
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Da mesma forma que aconteceu para as culturas do feijdo comum
(Phaseolus vulgaris), do feijao caupi (Vigna unguiculata) e do milho (Zea mays)
os tratamentos com as estirpes também apresentaram um maior acimulo de
nitrogénio na parte aérea das plantas de braquidria, aos 45, 75 e 105 DAE, em
relac@o ao tratamento com Caz(PO,), (insoldvel) e com 0,775 mg de fésforo L!
(soldavel) (Tabela 5).

Para o primeiro corte, 45 DAE, no caso dos demais macro e
micronutrientes, exceto o potdssio , os tratamentos com as estirpes UFLA 03-09
e UFLA 03-106 promoveram maior acimulo na parte aérea do que o tratamento
com Caz(PO,), (insolivel) e que os tratamentos com as demais estirpes , ndo
diferindo ou sendo maior que o tratamento com 7,75 e 15,0 mg de fésforo Lt
(soluvel) para enxofre, cdlcio, magnésio, cobre, ferro, manganés e zinco (Tabela
5).

Para o segundo corte, 75 DAE, no caso dos demais macro e
micronutrientes, exceto o manganés, os tratamentos com as estirpes UFLA 03-
09 e UFLA 03-106 propiciaram maior acimulo na parte aérea que o tratamento
com Ca3(PO,), (insolivel) (Tabela 5).

Ja no terceiro corte, aos 105 DAE, os tratamentos com as estirpes UFLA
03-09 e UFLA 03-106 propiciaram maior actimulo na parte aérea que o
tratamento com Caz(POy), (insolivel) e o tratamento com a estirpe UFLA 03-

116 para todos os nutrientes analisados (Tabela 5).
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6 Matéria seca da parte aérea de braquidria (Brachiaria decumbens

Stapf), sob diferentes condi¢des de fornecimento de fésforo, aos 45,
75 e 105 dias apés a emergéncia, cultivada em vaso de Leonard.
Barras de erro representam o erro padrao da média, n=3. Tratamentos:
A= UFLA 03-08 + 0,775 mg P L' (NH,H,PO,) + 0,25 g Ca3(PO,),;
B= UFLA 03-09 + 0,775 mg P L' (NH;H,PO,) + 0,25 g Ca3(PO,),;
C= UFLA 03-10 + 0,775 mg P L_1 (NH4H2PO4) + 0,25 g Ca3(PO4)2;
D= UFLA 03-106 + 0,775 mg P L' (NH,H,PO,) + 0,25 g Ca3(PO,),;
E= UFLA 03-116 + 0,775 mg P L' (NH,H,PO,) + 0,25 g Cas(PO,),;
F= sem inoculacdo + 0,775 mg P L! (NH4H,POy) + 0,25 g Caz(POy)y;
G= sem inoculacdo + 0,775 mg P L' (NH4H,POy) + 0,00 g Ca3(POs4)s;
H= sem inoculacdo + 7,75 mg P L' (NH,H,PO,) + 0,00 g Caz(POy),;
I= sem inoculagdo + 15,0 mg P L' (NH,H,PO,) + 0,00 g Caz;(POy),
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Figura 7 Matéria seca de raiz na cultura da braquidria (Brachiaria decumbens
Stapf), sob diferentes condi¢des de fornecimento de fésforo, aos 105
dias apds a emergéncia, cultivada em vaso de Leonard. Barras de erro
representam o erro padrdo da média, n=3. Tratamentos: A= UFLA 03-
08 + 0,775 mg P L' (NH,H,PO,) + 0,25 g Cas(PO,),; B= UFLA 03-09
+ 0,775 mg P L' (NH,H,PO,) + 0,25 g Cas(PO,),; C= UFLA 03-10 +
0,775 mg P L' (NH,H,PO,) + 0,25 g Ca;(PO,),; D= UFLA 03-106 +
0,775 mg P L' (NH,H,PO,) + 0,25 g Ca;(PO,),; E= UFLA 03-116 +
0,775 mg P L! (NH4H,POy4) + 0,25 g Ca;(PO,),; F= sem inoculagdo +
0,775 mg P L' (NH4H,POy4) + 0,25 g Caz(POy),; G= sem inoculacgio +
0,775 mg P L' (NH H,PO,4) + 0,00 g Ca3(PO,),; H= sem inoculagdo +
7,75 mg P L! (NH4H,PO,4) + 0,00 g Ca3(PO,),; I= sem inoculacido +
15,0 mg P L™ (NH4H,PO,) + 0,00 g Cas(PO,),
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Tabela 3 Contetido de macro e micronutrientes na parte aérea de plantas de feijao comum (Phaseolus vulgaris) e feijao
caupi (Vigna unguiculata), sob diferentes condicdes de fornecimento de fésforo cultivadas em vaso de Leonard

N K P S Ca Mg Cu Fe Mn Zn

2 B B
Tratamentos mg vaso UE VASO " =----mmmmmmmem

Feijao comum (Phaseolus vulgaris)

69,24¢' 161,95f 4,72d 6,12d  32,63e 4,55¢ 16,93e 210,88f 145,35¢e  79,68f
111,14c = 251,44 6,99c 11,51b  52,45¢ 19,70c  26,10d 544,42c¢ 249,71d 153,69d
161,98a  277,05d 9,57b 12,69b  74,95a 35,88a 34,52b 451,17d 423,64a 239,85b
95,77d  419,19b 8,63b 791d 67,38b 27,29b 28,15c 373,8le 255,51d 221,14c
122,89b  537,86a 10,69b 17,14a  70,32a 19,09c 41,782 666,94b 363,95b 325,73a
27,20f  26594d 7,13¢c  9,21c  46,02d 12,78d 25,22d 461,44d 263,58d 158,05d
8,26g 178,59f 2,56e 6,44d  23.81f 1,42f 12,45f 165,64g 13294e  70,94f
155,36a  377,31c 18,59a 17,93a  73,75a 12,87d 42,23a 818,43a 377,29b 224,71c
123,17b  347,06c 20,78a 17,782  56,20c 4,72e 29,46¢c 634,76b 328,52c 117,18e
% CV 15,33 17,54 11,35 16,53 17,01 18,13 20,12 22,04 21,77 20,91

SmaTm| g aw e

Feijao caupi (Vigna unguiculata)

43,73d 106,25¢  3,45¢c 8,63c  33,62c 12,28¢ 6,83c 128,87c 217,97b  28,90c
30,24e 70,40f 2,77d 7.47d  21,50e 8,42d 4,93d 104,93e 155,6le 7,750c
49,19¢ 70,57f 2,16d 7,21d  26,31d 9,13d 5,66d 118,83d 169,60d 27,69¢c
14,52f 34,77g  1,43e 3,68e 10,7757f 597e 2,99¢ 50,30g 97,37g 11,84d
35,83e 86,43e 2,63d 6,28d 29,54d 8,38d 5,72d 134,82c 146,69¢  34,33c
5,04g 92,69d 2,38d 5,14e 27,72d 6,94e 5,29d 106,84e 159,40e  30,90c
7,56g 25,74h  1,69¢ 4,51e 2238e 647¢ 4,66d  99,83f 126,91f 30,89¢

QTwmgaQw e

...continua...
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Tabela 3, Cont.

H 58,00b 143,12b 10,54b 14,63b  55,71b 22,79b 10,32b 266,61b 259,20a  60,76b
I 76,99a  362,14a 23,67a 21,08a 69,30a 27,79a 13,69a 330,63a 202,50c 8191a
% CV 14,46 18,00 1568 17,24 16,23 1886 15,04 23,59 24,58 22,47

"Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5 %. 2 A= UFLA 03-08 + 0,775 mg P
L' (NH4H,PO,) + 0,25 g Caz(POy),; B= UFLA 03-09 + 0,775 mg P L' (NH,H,PO,) + 0,25 g Caz(POy),; C= UFLA 03-10 + 0,775
mg P L' (NH,H,PO,) + 0,25 g Ca;3(PO,),; D= UFLA 03-106 + 0,775 mg P L' (NH,H,PO,) + 0,25 g Ca;3(PO,),; E= UFLA 03-116 +
0,775 mg P L! (NH4H,PO,) + 0,25 g Ca;3(POy),; F= sem inoculac¢do + 0,775 mg P L! (NH4H,PO,) + 0,25 g Ca3(POy),; G= sem
inoculacdo + 0,775 mg P L! (NH4H,PO,) + 0,00 g Ca3(POy),; H= sem inoculagdo + 7,75 mg P L! (NH4H,PO,) + 0,00 g Ca3(POy),;
I= sem inoculagédo + 15,0 mg P L! (NH4H,PO,) + 0,00 g Ca3(POy),
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Tabela 4 Contetido de macro e micronutrientes na parte aérea de plantas de milho (Zea mays), sob diferentes condi¢des
de fornecimento de fésforo cultivadas em vaso de Leonard

N K P S Ca Mg Cu Fe Mn Zn

2 -1 -1
Tratamentos mg vaso Ug VaSO  ------m-mmmmmme-

Milho (Zea mays)

106,91c' 183,37d  9,34c 2,60d  30,64b  13,99b 25,81d 282,31e 312,16b 72,14d
143,.41b 288,46c 10,05¢ 2,57d 44,68a 17,78a 28,22¢ 332,13c 274,48c 100,53b
111,54c 193,41d  9,85¢c 2,25d  32,83b  15,00b 25,03d 297,35d 360,64a 104,25b
100,30c 164,64e  8,67d 3,83c  28,00c 13,81b 20,7755e 281,29¢ 233,39d 82,4lc
80,73d 161,6le 6,96e 3,84c  2557c 11,77c 22,75e 234,98f 242,25d 68,58¢e
7,17e 157,22e  423f 2,70d  22,52d 10,72¢c 22,62e 227,59g 20727e 64,84e
343e 11597f  4,55f 1,92d  26,96d 12,24c 17,93t 214,48h 223,82e  59,25f
148,51b 314,17b 20,76b 5,22b  30,7750b 15,73b 40,64b 440,01b 239,24d 108,03a
166,80a 335,85a 36,77a 7,48a  45,3la 20,23a 44,69a 48590a 277,73c 109,62a
% CV 14,23 18,78 12,36 17,44 16,06 17,9 15,11 16,65 18,02 18,31

SmaTm| g aw e

"Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5 %. 2 A= UFLA 03-08 + 0,775 mg P
L' (NH,H,PO,) + 0,25 g Ca;3(POy),; B= UFLA 03-09 + 0,775 mg P L' (NH,H,PO,) + 0,25 g Ca;3(POy),; C= UFLA 03-10 + 0,775
mg P L' (NH,H,PO,) + 0,25 g Ca;3(PO,),; D= UFLA 03-106 + 0,775 mg P L' (NH,H,PO,) + 0,25 g Ca;3(PO,),; E= UFLA 03-116 +
0,775 mg P L! (NH4H,PO,) + 0,25 g Ca;3(PO,),; F= sem inoculac¢do + 0,775 mg P L! (NH4H,PO,) + 0,25 g Ca3(POy),; G= sem
inoculacdo + 0,775 mg P L! (NH4H,PO,) + 0,00 g Ca3(POy),; H= sem inoculagdo + 7,75 mg P L! (NH4H,PO,) + 0,00 g Ca3(POy),;
I= sem inoculagédo + 15,0 mg P L! (NH4H,PO,) + 0,00 g Ca3(POy),
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Tabela 5 Contetido de macro e micronutrientes na parte aérea de plantas de braquidria (Brachiaria decumbens Stapf), sob
diferentes condicdes de fornecimento de fésforo, aos 45, 75 e 105 dias apds a emergéncia, cultivada em vaso de
Leonard

N K P S Ca Mg Cu Fe Mn Zn

Tratamentos” mg vaso™ TR LT I ——

45 dias apds a emergéncia

4950d" 8523g 220 297 529 5184 13,77d 106,29f 184,77  32,99d
77.80c 148,36 421c  9,1la 13,78a 13,63a 29,67a 208,56b 304,84a  57.86a
3124e 72,8h  1,57f 230f 450f 44le  927f 6560h 119.96f  20,57f
7927c 17593b  4,61lc  8,79b 13,77a 13.67a 2531b 223,84a 270,6lc 50,7757b
55204 91,60f 2,80d 30le 640d 6,50c 13,88 93,71g 173.0le  29.47e
19,02f 156,184 227e 3,954 827c 732 1549d 125.82e 209,17d  3520d
587¢ 3840i 057g 154g 3,55g 0,7759f  6,54g 54,72i 80,05  23,78f
80,57b 163,64c  6,10b  3,72d 12,53b 11,31b 20,40c 139,63d 29348b  51,97b
88,60a 21551a 11,62a 643c 1355a 12,832 21,66c 15639c 221,95d  43,05¢
% CV 1502 1844 1126 1425 1598 17,74 1505 17,06 17,88 17,16

“ n QTmmgaQw»

70 dias ap0ds a emergéncia

26,21c 108,07e  2,70c  8,0lc  7,34e 7,38d 11,74d 85,62f 116,27e  27,28d
28,84b 115,54d 2,8lc 10,30a  9,74c  9,70c 12,24d 108,34c 152,36c  30,26c
22,06d 83,81g 2,30e 697 6,60e 6,20e 10,53e 100,89d 105,08f  24,74e
30,88b 127,47c¢  3226b  9,21b 10,47c  9,83c  13,74c 101,03d 144,29d  39,92b
25,88c 100,77e  3,00b  7,30d 832d 7,96d 12,18d 98,66e 121,54e  31,20c

9,07e  90,98f 2,56d 7,16d 8,09d 7,19d 9.98e 74,59g 145,24d  23,93e

esBl e B w AN @ Bl v~ Rl =

...continua...
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G 6,00f 33,59h  0,83f 0,7757f  3,01f  2,84f 547f  36,71h  36,85g 13,63f
H 48,57a 27,751a 10,372  9,99a 16,77a 15,15a 20,35a 189,73a 254,55a  46,26a
I 48,54a 219,72b 11,77a 10,08a 14,48b 13,08b 18,98b 144,18b 244,53b  44,78a
% CV 14,40 19,52 13,67 1529 15,10 17,14 16,48 18,71 17,19 16,86
105 dias ap6s a emergéncia

A 18,97b 65,38c 2,62b  544a  790b  4,49c 7,35a  56,72¢  92,89d  30,56a
B 18,79b 62,77c  2,66b  3,82c  7,34b  4)24c 6,59b 5491c 126,92c  22,78c
C 19,30b 5595 237b  2,73d  6,1lc  4,02d  6,61b 51,34c 96,14d  21,15c
D 19,88b 76,43b 320b 494b  §8,79a  4,88b 7,55a 81,24a 140,05b  25,56b
E 9.81c  36,38f 1,5lc  2,23d 4,08d  2,50e 4,17c  29,07e 68,63e  11,30e
F 1,51d 46,85¢ 1,77c¢ 3,78  4,40d  2,86e 4,44c 36,46d 83,44d  15,55d
G 1,29d 21,11g 0,75d  1,80e  2,13e 1,77¢  3,30d  22,05f 3525t 10,27e
H 26,032 99,98a 4,87a  392c  9,52a 549a 7,90a  65,11b 151,02a  28,44a
I 19,58b 62,57¢  4,1la 442b  640c  4,05d 6,60b 71,48b 14736a  24,66b
% CV 11,25 14,57 12,58 16,05 1543 16,80 17,02 17,99 16,00 17,49

"Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5 %. A= UFLA 03-08 + 0,775 mg P
L' (NH4H,PO,) + 0,25 g Caz(POy),; B= UFLA 03-09 + 0,775 mg P L' (NH,H,PO,) + 0,25 g Caz(POy),; C= UFLA 03-10 + 0,775
mg P L' (NH,H,PO,) + 0,25 g Ca;3(PO,),; D= UFLA 03-106 + 0,775 mg P L' (NH,H,PO,) + 0,25 g Ca;3(PO,),; E= UFLA 03-116 +
0,775 mg P L! (NH4H,PO,) + 0,25 g Ca;3(POy),; F= sem inoculac¢do + 0,775 mg P L! (NH4H,PO,) + 0,25 g Ca3(PO,),; G= sem
inoculagdo + 0,775 mg P L! (NH4H,PO,) + 0,00 g Ca;3(PO,),; H= sem inoculagdo + 7,75 mg P L! (NH4H,PO,) + 0,00 g Ca3(POy),;
I= sem inoculagédo + 15,0 mg P L! (NH4H,PO,) + 0,00 g Ca3(POy),
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3.3 Contagem de microrganismos solubilizadores de fosfato no solo

Nao foram detectados microrganismos solubilizadores de fosfato de
célcio (Ca3(POy);) no solo utilizado. A figura 8 demonstra haver o
desenvolvimento de alguns microrganismos, mas nenhum apresentou o halo

transparente, caracteristico da solubilizacao.

Figura 8 Placas de Petri com meio NBRIP inoculadas com a dilui¢io 10" da
suspensdo com o solo

3.4 Leguminosas em vaso com solo

As estirpes estudadas ndo contribuiram para o crescimento da matéria
seca da parte aérea do feijao comum (Phaseolus vulgaris), ndo apresentando
diferenca ou sendo inferior ao tratamento com fosfato de Araxd. Os tratamentos
com 150,0 e 300,0 mg de fésforo L' apresentaram o maior crescimento de
MSPA em relagdo aos demais (Figura 9).

A inoculagd@o das estirpes também nd@o contribuiram para o incremento
de fésforo na parte aérea, sendo que o tratamento com fosfato de Araxa
proporcionou maior acimulo de fésforo na parte aérea relativamente as estirpes
(Tabela 6). Para os demais macro e micronutrientes o tratamento com fosfato de

Araxd s6 ndo foi superior a estirpe UFLA 03-09 (Acinetobacter sp.), para o
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incremento de magnésio na parte aérea e a estirpe UFLA 03-08 (Rhizobium
tropici), para o incremento de cobre e a todas as estirpes quanto ao acimulo de
nitrogénio. O tratamento com 300,0 mg de fésforo L' promoveu o maior
incremento de fésforo na parte aérea, seguido do tratamento com 150,0 mg de
fosforo L™ (Tabela 6).

Para a matéria seca da raiz (MSR) nenhuma das estirpes diferiu dos
tratamentos com 150,0 e 300,0 mg de fésforo L', nem do tratamento com

fosfato de Araxd (Figura 9).
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Figura 9 Matéria seca da parte aérea e matéria seca de raiz na cultura do feijdo
comum (Phaseolus vulgaris), sob diferentes condigdes de
fornecimento de fésforo cultivado em vaso com solo. Barras de erro
representam o erro padrdo da média, n=3. Tratamentos: A= UFLA 03-
08+ 12mgP L' (Mehlich-1) + 6,0 g Fosf. Araxd; B= UFLA 03-09 +
1,2 mg P Lt (Mehlich-1) + 6,0 g Fosf. Arax4; C= UFLA 03-10 + 1,2
mg P L' (Mehlich-1) + 6,0 g Fosf. Arax4; D= UFLA 03-106 + 1,2 mg
PL"' (Mehlich-1) + 6,0 g Fosf. Araxd; E= UFLA 03-116 + 1,2 mgP L
! (Mehlich-1) + 6,0 g Fosf. Araxd; F= sem inoculacdo + 1,2 mg P Lt
(Mehlich-1) + 6,0 g Fosf. Araxd; G= sem inoculacdo + 1,2 mg P L
(Mehlich-1) + 0,0 g Fosf. Arax4; H= sem inoculagio + 150,0 mg P L™
(adubo super triplo) + 0,0 g Fosf. Arax4d; I= sem inocula¢do + 300,0
mg P L™ (adubo super triplo) + 0,0g Fosf. Arax4

As estirpes UFLA 03-08 (Rhizobium tropici), UFLA 03-09
(Acinetobacter sp.), UFLA 03-10 (Paenibacillus kribbensis), UFLA 03-106
(Paenibacillus kribbensis) e UFLA 03-116 (Paenibacillus sp.) contribuiram para

o crescimento da matéria seca da parte aérea do feijao caupi (Vigna unguiculata)
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sendo maior do que os tratamentos com fosfato de Araxd e com 1,2 mg de
fésforo L. J4 os tratamentos com 150,0 e 300,0 mg de fésforo L apresentaram
o maior crescimento de MSPA em relacdo aos demais (Figura 10).

Para a matéria seca da raiz as estirpes UFLA 03-08, UFLA 03-09,
UFLA 03-10 e UFLA 03-106 nao diferiram do tratamento com 150,0 mg de
fésforo L' e foram maiores que os demais tratamentos. Além disso, a estirpe
UFLA 03-116 apresentou MSR igual ao tratamento com 300,0 mg de fésforo L™
e maior que os tratamentos com fosfato de Araxd e com 1,2 mg de fésforo L™
(Figura 10).

Todas as estirpes inoculadas contribuiram para o incremento de fésforo
na parte aérea, em relacio aos tratamentos com fosfato de Araxd e com 1,2 mg
de fésforo L™, apresentando a estirpe UFLA 03-09 (Acinetobacter sp.) o melhor
desempenho dentre elas (Tabela 6). Para os demais macro e micronutrientes,
exceto manganés, os tratamentos com as estirpes proporcionaram maior actimulo
na parte aérea do que o tratamento com Ca;(PO,), (insoldvel) e o tratamento com
1,2 mg de fésforo L™ (Tabela 6). O tratamento com 300,0 mg de fésforo L™
apresentou o maior incremento de fésforo na parte aérea, seguido do tratamento

com 150,0 mg de fésforo L' (Tabela 6).
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Figura 10 Matéria seca da parte aérea e matéria seca de raiz na cultura do feijao
caupi (Vigna unguiculata), sob diferentes condi¢cdes de fornecimento
de fésforo cultivado em vaso com solo. Barras de erro representam o
erro padrdo da média, n=3. Tratamentos: A= UFLA 03-08 + 1,2 mg P
L' (Mehlich-1) + 6,0 g Fosf. Arax4; B= UFLA 03-09 + 1,2 mg P L
(Mehlich-1) + 6,0 g Fosf. Araxd; C= UFLA 03-10 + 1,2 mg P L'
(Mehlich-1) + 6,0 g Fosf. Araxd; D= UFLA 03-106 + 1,2 mg P Lt
(Mehlich-1) + 6,0 g Fosf. Arax4; E= UFLA 03-116 + 1,2 mg P L'
(Mehlich-1) + 6,0 g Fosf. Arax4; F= sem inoculagdo + 1,2 mg P L'
(Mehlich-1) + 6,0 g Fosf. Araxd; G= sem inoculagdo + 1,2 mg P L'
(Mehlich-1) + 0,0 g Fosf. Arax; H= sem inoculacdo + 150,0 mg P L™
(adubo super triplo) + 0,0 g Fosf. Araxd; I= sem inoculacdo + 300,0
mg P L' (adubo super triplo) + 0,0g Fosf. Araxa

3.5 Gramineas em vaso com solo

Ap6s trinta dias de crescimento, nenhuma estirpe destacou-se com

relacdo ao crescimento da parte aérea das plantas de milho (Zea mays) em
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relacdo ao tratamento com fosfato de Araxa (Figura 11). Entretanto neste mesmo
periodo ja foi possivel observar um maior acimulo de fésforo, nitrogénio,
potdssio e manganés na parte aérea das plantas inoculadas com as estirpes UFLA
03-09 (Acinetobacter sp.), UFLA 03-10 (Paenibacillus kribbensis), UFLA 03-
106 (Paenibacillus kribbensis) e UFLA 03-116 (Paenibacillus sp.), em relagio
ao tratamento com fosfato de Araxa, apresentando a estirpe UFLA 03-116 maior
acimulo em relacdo as demais (Tabela 7).

Apds o primeiro corte e aos 45 dias apds a emergéncia (DAE) os
tratamentos com as estirpes UFLA 03-08 (Rhizobium tropici), UFLA 03-10 e
UFLA 03-116 continuaram apresentando menor MSPA que os tratamentos com
150,0 e 300,0 mg de fésforo L, mas apresentaram maior MSPA do que os
tratamentos com as estirpes UFLA 03-09 e UFLA 03-106, e os tratamentos com
fosfato de Araxd e com 1,2 mg de fésforo L' (Figura 11). Com esta idade,
apenas as plantas do tratamento com a estirpe UFLA 03-116 continuaram a
apresentar maior acimulo de fésforo na parte aérea, em relacdo as plantas do
tratamento com fosfato de Araxd. Além disso, vale destacar que a estirpe UFLA
03-116 também contribuiu com maior acimulo de nitrogénio, potdssio, célcio,
magnésio, cobre, ferro, manganés e zinco do que o tratamento com fosfato de
Araxa (Tabela 7).

Para a matéria seca da raiz, o tratamento com a estirpe UFLA 03-10 nao
diferiu do tratamento com 150,0 mg de fésforo L™ e foi maior que os demais

tratamentos, exceto para o tratamento com 300,0 mg de fésforo L™ (Figura 11).
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Figura 11 Matéria seca da parte aérea e matéria seca de raiz na cultura do milho
(Zea mays), sob diferentes condi¢des de fornecimento de fésforo, aos
30 e 45 dias ap6s a emergéncia, cultivado em vaso com solo. Barras
de erro representam o erro padrdo da média, n=3. Tratamentos: A=
UFLA 03-08 + 1,2 mg P L' (Mehlich-1) + 6,0 g Fosf. Araxa; B=
UFLA 03-09 + 1,2 mg P L' (Mehlich-1) + 6,0 g Fosf. Araxd; C=
UFLA 03-10 + 1,2 mg P L' (Mehlich-1) + 6,0 g Fosf. Araxd; D=
UFLA 03-106 + 1,2 mg P L' (Mehlich-1) + 6,0 g Fosf. Arax4; E=
UFLA 03-116 + 1,2 mg P L! (Mehlich-1) + 6,0 g Fosf. Araxd; F=
sem inoculagdo + 1,2 mg P L' (Mehlich-1) + 6,0 g Fosf. Araxd; G=
sem inoculagio + 1,2 mg P L' (Mehlich-1) + 0,0 g Fosf. Arax4; H=
sem inoculagio + 150,0 mg P L™ (adubo super triplo) + 0,0 g Fosf.
Araxd; I= sem inoculagio + 300,0 mg P L' (adubo super triplo) +
0,0g Fosf. Araxa

O tratamento com 1,2 mg de fésforo L permitiu apenas o primeiro
corte (30 DAE), pois as plantas ndo brotaram apds o mesmo. As estirpes

estudadas ndo contribuiram no aumento da matéria seca da parte aérea da
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braquidria (Brachiaria decumbens Stapf), com 30 dias apds a emergéncia
(DAE), ndo diferindo do tratamento com fosfato de Araxa (Figura 12).

Ap6s o primeiro corte e com 60 DAE, os tratamentos com as estirpes
UFLA 03-09, UFLA 03-10 e UFLA 03-106 apresentaram MSPA maior do que
os tratamentos com as demais estirpes, o tratamento com fosfato de Araxd e o
tratamento com 1,2 mg de fésforo L. Os tratamentos com 150,0 e 300,0 mg de
fésforo L™ proporcionaram maior crescimento de MSPA em relagio aos demais
aos 30 e 60 DAE (Figura 12). Ja aos 90 DAE, a estirpe UFLA 03-10 ndo
apresentou diferenca de MSPA em relacdo ao tratamento com 150,0 mg de
fésforo L™, seguida da estirpe UFLA 03-09 que superou os demais tratamentos
(Figura 12).

Apesar de ndo ter havido diferenca entre os tratamentos com as estirpes
e o tratamento com fosfato de Araxd em relacdo a produgdo de matéria seca de
parte aérea, as estirpes UFLA 03-116, UFLA 03-10 e UFLA 03-106
apresentaram maior acimulo de fésforo na parte aérea no primeiro corte (30
DAE) e o tratamento com a estirpe UFLA 03-09 apresentou maior acimulo de
nitrogénio, potdssio, cdlcio, magnésio e ferro que o tratamento com fosfato de
Araxd (Tabela 8). Para o segundo corte (60 DAE) o tratamento com a estirpe
UFLA 03-106 continuou sendo superior no actmulo de fésforo que os
tratamentos com as demais estirpes, que o tratamento com fosfato de Araxa e
que o tratamento com 1,2 mg de fésforo L. Vale destacar que o tratamento com
a estirpe UFLA 03-10 e UFLA 03-106 também apresentaram maior actimulo de
potdssio, enxofre, cdlcio, magnésio, cobre, ferro, manganés e zinco em
comparagdo ao tratamento com fosfato de Araxd (Tabela 8). J4 para o terceiro
corte (90 DAE) os tratamentos com as estirpes UFLA 03-10 e UFLA 03-116,
que foram maiores no acimulo de fésforo no primeiro corte (30 DAE), voltaram
a serem maiores, em relacdo aos demais tratamentos, exceto para os tratamentos

com 150,0 e 300,0 mg de fésforo L' os quais apresentaram maior actimulo de
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fésforo na parte aérea em relagdo aos demais tratamentos em todos os trés cortes
(30, 60 e 90 DAE) (Tabela 8). Vale destacar que o tratamento com a estirpe
UFLA 03-10 apresentou, aos 90 DAE, maior acimulo de todos os macros e
micronutrientes analisados em comparagdo com o tratamento com fosfato de
Araxd (Tabela 8). Para a matéria seca da raiz, 90 DAE, as estirpes UFLA 03-09
e UFLA 03-10 nio diferiram do tratamento com 150,0 mg de fésforo L' e foram
maiores que os tratamentos com as demais estirpes e que os tratamentos com

fosfato de Araxd e com 1,2 mg de fésforo L™ (Figura 13).
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12 Matéria seca da parte aérea na cultura da braquidria (Brachiaria
decumbens Stapf), sob diferentes condicdes de fornecimento de
fésforo, aos 30, 60 e 90 dias apds a emergéncia cultivada em vaso
com solo. Barras de erro representam o erro padrdo da média, n=3.
Tratamentos: A= UFLA 03-08 + 1,2 mg P L (Mehlich-1) + 6,0 g
Fosf. Araxd; B= UFLA 03-09 + 1,2 mg P L' (Mehlich-1) + 6,0 g
Fosf. Araxd; C= UFLA 03-10 + 1,2 mg P L' (Mehlich-1) + 6,0 g
Fosf. Araxd; D= UFLA 03-106 + 1,2 mg P Lt (Mehlich-1) + 6,0 g
Fosf. Araxd; E= UFLA 03-116 + 1,2 mg P L! (Mehlich-1) + 6,0 g
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Fosf. Araxd; F= sem inoculagio + 1,2 mg P L' (Mehlich-1) + 6,0 g
Fosf. Araxd; G= sem inoculagio + 1,2 mg P L' (Mehlich-1) + 0,0 g
Fosf. Araxd; H= sem inoculagdo + 150,0 mg P L™ (adubo super
triplo) + 0,0 g Fosf. Araxd; I= sem inoculagio + 300,0 mg P L™
(adubo super triplo) + 0,0g Fosf. Araxa
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Figura 13 Matéria seca de raiz na cultura da braquidria (Brachiaria decumbens
Stapf), sob diferentes condi¢des de fornecimento de fésforo, aos 90
dias apés a emergéncia cultivada em vaso com solo. Barras de erro
representam o erro padrao da média, n=3. Tratamentos: A= UFLA
03-08 + 1,2 mg P L' (Mehlich-1) + 6,0 g Fosf. Araxd; B= UFLA 03-
09+1,2mgP Lt (Mehlich-1) + 6,0 g Fosf. Araxd; C= UFLA 03-10
+1,2mgP L' (Mehlich-1) + 6,0 g Fosf. Araxa; D= UFLA 03-106 +
1,2 mg P L! (Mehlich-1) + 6,0 g Fosf. Arax4a; E= UFLA 03-116 +
1,2 mg P L' (Mehlich-1) + 6,0 g Fosf. Araxd; F= sem inoculagio +
1,2 mg P L' (Mehlich-1) + 6,0 g Fosf. Araxd; G= sem inoculago +
1,2 mg P L' (Mehlich-1) + 0,0 g Fosf. Arax4; H= sem inoculago +
150,0 mg P L' (adubo super triplo) + 0,0 g Fosf. Araxd; I= sem
inoculagdo + 300,0 mg P L' (adubo super triplo) + 0,0g Fosf. Araxa
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Tabela 6 Contetido de macro e micronutrientes na parte aérea de plantas de feijao comum (Phaseolus vulgaris) e feijao
caupi (Vigna unguiculata), sob diferentes condicdes de fornecimento de fésforo cultivadas em vaso com solo

N K P S Ca Mg Fe Zn Cu Mn

2 A B
Tratamentos mg vaso Ug VASO " =----mmmmmmmem

Feijao comum (Phaseolus vulgaris)

A 121,02f 30,26 17,42e 10,7756d 47,68c 23,40d 1137,38d 154,13d 60,95¢ 15,39d
B 156,32e 28,26c 18,09¢ 10,92d 4491c 27,30c 1374,97c 147,56d 22,69¢ 18,40c
C 206,28c 31,40b 17,76e  8,23e  26,50e 14,12¢ 614,77e 110,91e 15,62f 10,95¢
D 189,57d 32,55b 12,83f  6,65¢  24,48¢ 12,79¢ 673,6le 88,17f 10,7753f 8,30f
E 210,36¢c 25,32d 2593d 11,65d 38,22d 21,73d 1138,18d 164,33c 24,684 17,16¢
F 50,80g 30,09b 31,21c 11,10d 46,83c 22,86d 1379,52c¢ 161,38¢c 28,91d 20,70b
G 21,44h  12,70e  2,16g 2,73f 7,39t 4,23f  125,55f 25,17g  7,03g 2,82¢g
H 245,232 5591a 11545b 49,64b 117,95b 45,00b 8288,58a 298,55b 67,17b 48,71a
I 216,90b 54,76a 121,28a 65,68a 136,09a 54,75a 2223,60b 359,04a 84,07a 49,47a
% CV 1440 16,22 18,71 14,68 16,07 17,11 17,88 14,21 15,19 18,74
Feijao caupi (Vigna unguiculata)
A 79.83¢"  17,81c  4.44e 7,59¢  27,30d 16,68c 397,10c 55,06d 8,46d 27,756¢
B 80,27c 16,87c  8,03c 5,35¢  31,99c 19,39b 458,75b 63,95¢ 10,80c  14,77g
C 88,15b  17,94c  3,36f 1,81f 18,13f  9,32¢  132,38f 28,82f 5,67e 5,68h
D 79,03¢c  16,15¢  5,89d 4,54e  28,39d 15,95c 313,23e 58,24d  9,22d 9,96h
E 70,28d 14,13d  3,26f 6,36d  20,46e 12,04d 355,86d 41,46e 6,43¢e 165,74d
F 10,74e  2,88¢ 1,57¢g 0,73¢g 4,10g 1,71f 50,48z  7.82¢g 1,27t 37,72f
G 11,08e  2,22¢  0,33h 1,18f 0,85h 1,03f 17,71h  7.87g 1,97f  43,30e

...continua...
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Tabela 6, Cont.

H 100,46a 24,94b 31,80b 12,46b  45,10b 15,08c 1300,25b 79,53b 14,60b 520,23b
I 99,33a  48,37a 46,65a 35,20a 69,62a 37,14a 1480,67a 142,10a 26,39a 74591a
% CV 15,11 16,89 20,12 15,56 17,95 18,09 19,83 18,17 16,57 18,86

"Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5 %. A= UFLA 03-08 + 1,2 mg P LT
(Mehlich-1) + 6,0 g Fosfato natural de Araxa; B= UFLA 03-09 + 1,2 mg P L! (Mehlich-1) + 6,0 g Fosfato natural de Araxa; C=
UFLA 03-10 + 1,2 mg P Lt (Mehlich-1) + 6,0 g Fosfato natural de Araxd; D= UFLA 03-106 + 1,2 mg P Lt (Mehlich-1) + 6,0 g
Fosfato natural de Araxd; E= UFLA 03-116 + 1,2 mg P L! (Mehlich-1) + 6,0 g Fosfato natural de Araxd; F= sem inoculagdo + 1,2
mg P L' (Mehlich-1) + 6,0 g Fosfato natural de Araxd; G= sem inoculacdo + 1,2 mg P L' (Mehlich-1) + 0,0 g Fosfato natural de
Araxd; H= sem inoculagio + 150,0 mg P L™ (adubo super triplo) + 0,0 g Fosfato natural de Arax4; I= sem inoculagdo + 300,0 mg P
L™ (adubo super triplo) + 0,0g Fosfato natural de Araxé
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Tabela 7 Contetido de macro e micronutrientes na parte aérea de plantas de milho (Zea mays), sob diferentes condi¢des
de fornecimento de f6sforo, aos 30 e 45 dias ap6s a emergéncia cultivadas em vaso com solo

N K P S Ca Mg Fe Zn Cu Mn

Tratamentos® mg plant™ Ty 1 ——

30 dias ap6s a emergéncia

236,02¢' 1523d  4,70e  1,56c 693 6,83  92.85¢ S5421f 10,00b 51,73c
235,69c 149le 8,.87d 035d 1032d 7.81b  9584e 59.8le 10,40b 137,18b
22587d 17,13c  9,63d 0,584 949d  6,93c 88,67f 51,38f 10,60b 130,46¢
240,12c  16,81c  9,14d  039d 8,184  6,49¢ 83,44f 59,34e 10,09b 139,69b
24545b 18.98b 12.45¢c 0,17d 890d 7,26b  9843d 67,52d 10,96b 165,30a
25.64f 1141f 483 332b 1274c  745b  104,84c 76,59c 11,11b 7,79
18,09¢ 4,89z  0,69f 1,02c 396f 469d  38,14g 2090g 3,79c  L6If
310,282 21,36a 30,53b  927a 20,73b 14,052  217.06a 85,04a 24,17a 10,69d
312,00a 22,57a 4543a  933a 22.89a 1598a  204,62b 80,74b 26,50a 11,09d
% CV 1368 1346 11,12 1512 1665 1745 1827 21,10 2059 19,15

SmaTm| g aw e

45 dias apds a emergéncia

317.24c 32,15b 11,93¢ 112Ic 24,63 164le  707.94c 317.01a 29.85d 26.45b
320.14c  33.26b 10,66e  494e 20,64f 16,7le  44191f 196,85 24,92¢ 16,99%
310.88c 30,17c 13,57  8,65d 29,46c 18,02d  838,99b 272,24c 31,90c 23,48c
31421c  29,55¢ 11,09  4.66e 22,97f 14,14f  486,80f 209,93¢ 25,35¢ 17,17¢
246554 27,60d 21,69 7,92d 27,33d 19,35c  679,46d 301,33b 33,75b 26,22b
4353 22.8le 16,60c 1027c 24,00 1592¢  604,90e 244,07d 30,57d 20,54d
30,08f 845f  097f  1,19f 574g  490g  143,89g 2638f  4,19f  2,69f

QmmgaQw >

...continua...
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Tabela 7, Cont.

H 400,80a 39,50a  61,52a 24,88b 34,99 3594b 1014,44a 319,95a 51,89a 35,69a
I 37520b 39,99a 60,252 29,34a  47,96a 40,53a 1066,32a 272,32¢  51,04a 38,30a
% CV 15,59 1428 10,18 12,58 18,48 16,47 20,84 21,50 18,39 18,72

"Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5 %. A= UFLA 03-08 + 1,2 mg P LT
(Mehlich-1) + 6,0 g Fosfato natural de Araxd; B= UFLA 03-09 + 1,2 mg P Lt (Mehlich-1) + 6,0 g Fosfato natural de Araxd; C=
UFLA 03-10 + 1,2 mg P L! (Mehlich-1) + 6,0 g Fosfato natural de Araxa; D= UFLA 03-106 + 1,2 mg P Lt (Mehlich-1) + 6,0 g
Fosfato natural de Araxd; E= UFLA 03-116 + 1,2 mg P L! (Mehlich-1) + 6,0 g Fosfato natural de Araxd; F= sem inoculagdo + 1,2
mg P L (Mehlich-1) + 6,0 g Fosfato natural de Araxd; G= sem inoculagio + 1,2 mg P L™ (Mehlich-1) + 0,0 g Fosfato natural de
Araxd; H= sem inoculagdo + 150,0 mg P L' (adubo super triplo) + 0,0 g Fosfato natural de Araxd; I= sem inoculagdo + 300,0 mg P
L' (adubo super triplo) + 0,0g Fosfato natural de Araxé
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Tabela 8 Contetido de macro e micronutrientes na parte aérea de plantas de braquidria (Brachiaria decumbens Stapf), sob
diferentes condicdes de fornecimento de fésforo, aos 30, 60 e 90 dias ap6s a emergéncia cultivadas em vaso
com solo

N K P S Ca Mg Cu Fe Mn Zn

2 i )
Tratamentos mg vaso’ T R ————

30 dias ap6s a emergéncia

40,51c' 17,58b 5504 425¢ 421c  529b 1599¢  109,21d 9,05d 76,17d
60,50b 18,23b 5,72d 4,34c  6,03b 6,952 16,75¢  122.42c 9,53¢  69,87e
29,04 17,96b  6,88c 4,18c 4.43c  5,03b 14,84d 91,66f 8,70d 76,41d
59,07b 17,68b 6,46c 3,84d 4,22c  522b 14,73d 94,94f  7,39d 6891e
3438d 16,12c  9,14b  424c  4,13¢  4,66c 14,87d  101,32e 7,83d 71,12
1522f 1524c  6,09d 447c 4,38c 5,74b 1620c  106,68d 9,61c  82,86¢c
449g 14,05d 0,26e 0,10e 0,73d 0,86d 2,28e 14,51g 1,17¢  6,61f
65,07a 29.80a 29.26a 9,49b 11,56a 16,52a 3824b  234,11b  19,93b 166,22b
66,06a 30,67a 28,93a 14,64a 13,79a 1694a 57,56a  670,19a  30,94a 269,12a
% CV 16,08 1563 14,51 1632 15,55 16,34 18,09 18,15 2026 19,98

- n QmmgaQw >

60 dias ap6s a emergéncia

77,52d 17,03e  9,93e 17,08f 3,98e 5,5le 17.42¢ 122,58e 447,41g 131,15
82,15¢c 24,38d 12,69¢ 20,79¢ 5,61d 7,49d 20,05d 161,57d 501,31f 132,00f
80,11c  36,98c 17,81d 3241c 899c 11,99c 31,73c 320,13¢  852,63c 265,61c
79.81c 39, 77c 20,19¢c 42,86a 8,12c 12,30c 32,42c 325,87c  757,54d 219,43d
70,12¢ 16,65¢ 10,77e 11,59g 293e  4,02f 12,28f 89,80f 280,12h  94,62¢g
15,26f 2422d 15,16d 7,80h 5,28d 8,20d 22,06d 178,20d  581,69e 148,04e

jes B e B w A @ Wl v~ R =

...continua...
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Tabela 8, Cont.

G 09,56g  0,00f 0,00f 0,000 0,00f 0,00g 0,00g 0,00g 0,000  0,00h
H 100,08a 59,29b 46,33a 25,49d 14,58b 21,10b 51,02b  377.82b 1052,18b 274,35b
I 92,26b 66,35a 43,24b 36,93b 16,96a 243la 57,14a  491,65a 1302,83a 337.,92a
% CV 16,84 1846 10,23 14,51 12,23 14,86 1540 15,84 16,03 17,12

90 dias ap6s a emergéncia

121,00c  48,90e 29,66c 391b 16,54c 20,67d 56,64b 450,7752d 1154,75¢ 358,89b
115,26d 56,71c  30,64c  3,53b 15,07c 21,35d 45,11c  709,89b 1035,06e 320,48c
124,48c 62,41a 35,63b 3,76b 19,83b 26,12c 66,55a  949,23a 1201,53b 399.,82a
112,20d 53,64d 14,20d 2,29c  9,66d 12,62¢ 24,64f 302,44g 543,95g 152,79f
111,24d 43,86f 33,74b 1,41d 10,40d 13,37e 33,85e 297,18g 684,76f 234,82c

30,25e 50,14e 30,60c  2,26c 15,57c 20,59d 46,51c  474,86c 1090,00d 348,65b

18,65f 0,00g 0,00e 0,00e 0,00e 0,00f 0,00g 0,00h 0,00h  0,00g
158,06a 59,09b 45,182 12,57a 20,47b 38,28b 41,44d 387,76e 1259,47a 299,16d
140,10b 49,28e  46,36a 11,85a 27,3la 41,90a 35,55¢ 359,66f 1174,53c 177,97e

“—maQammgaQw >

% CV 17,25 20,23 15,60 15,84 14,77 16,13 18,18 17,52 17,89 20,15

"Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5 %. A= UFLA 03-08 + 1,2 mg P LT
(Mehlich-1) + 6,0 g Fosfato natural de Araxd; B= UFLA 03-09 + 1,2 mg P Lt (Mehlich-1) + 6,0 g Fosfato natural de Araxd; C=
UFLA 03-10 + 1,2 mg P L! (Mehlich-1) + 6,0 g Fosfato natural de Araxa; D= UFLA 03-106 + 1,2 mg P Lt (Mehlich-1) + 6,0 g
Fosfato natural de Araxd; E= UFLA 03-116 + 1,2 mg P L! (Mehlich-1) + 6,0 g Fosfato natural de Araxd; F= sem inoculagdo + 1,2
mg P L™ (Mehlich-1) + 6,0 g Fosfato natural de Araxd; G= sem inoculagdo + 1,2 mg P L (Mehlich-1) + 0,0 g Fosfato natural de
Araxd; H= sem inoculagdo + 150,0 mg P L' (adubo super triplo) + 0,0 g Fosfato natural de Araxd; I= sem inoculagdo + 300,0 mg P
L™ (adubo super triplo) + 0,0g Fosfato natural de Araxa
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4 Discussao

A agricultura em solos tropicais exige a aplicacdo de maiores doses de
adubos fosfatos, pois estes solos, devido as caracteristicas quimicas e
mineraldgicas, atuam como dreno de fésforo, competindo assim, com as plantas
por este nutriente. O uso de microrganismos solubilizadores de fosfatos para
disponibilizar fésforo para as plantas é uma alternativa que pode ser utilizada,
com o objetivo de diminuir a dosagem de fésforo recomendada para as culturas
(Hameeda et al., 2008; Linu et al., 2009). No presente trabalho reportou-se a
capacidade de cinco estirpes bacterianas contribuirem no crescimento de
leguminosas e gramineas, através da solubilizacdo de fosfato, em vaso de

Leonard e em vaso com solo.

4.1 Leguminosas em vaso de Leonard

4.1.1 Feijao comum

Os resultados demonstraram que as estirpes UFLA 03-10, UFLA 03-106
e UFLA 03-116 (Paenibacillus sp.) contribuiram para aumentar a producdo de
matéria seca da parte aérea (MSPA) do feijio comum (Phaseolus vulgaris), o
que relacionou com o contetido de fésforo absorvido pela planta. E destaque o
tratamento inoculado com a estirpe UFLA 03-116 que também proporcionou
maior absorc@o de nitrogénio, potdssio, enxofre, cdlcio, magnésio, cobre, ferro,
manganés e zinco do que o tratamento com Caz;(PO,), (insolivel). Estudo
realizado com plantas de Phaseolus vulgaris inoculadas com Enterobacter
aerogenes também produziram maior quantidade de MSPA e MSR, e

absorveram maior quantidade de fésforo e nitrogénio, quando comparado com
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plantas ndo inoculadas na presenca de Caz;(POy), (insolivel) (Collavino et al.,
2010).

O tratamento com a estirpe UFLA 03-09 apresentou resultados positivos
na solubilizacdo de Caz(PO,), in vitro e também proporcionou maior produgio
de MSPA e MSR, mas ndo obteve efeito positivo na absor¢do de fésforo,
evidenciando que outros mecanismos de promog¢do do crescimento estdo
envolvidos, como foi observado por de Freitas et al., (1997) e Antoun et al.
(1998), além de ser corroborado pelos resultados obtidos quanto a maior
absorc¢do de nitrogénio nos tratamento com inoculagdo. Collavino et al., (2010),
trabalhando com a inoculacdo de Burkholderia spp., ndo observaram efeito
positivo no crescimento do feijio comum, apesar de ter havido solubiliza¢do no
ensaio in vitro. Efeito contrdrio foi observado no tratamento inoculado com a
estirpe UFLA 03-116, que ndo foi capaz de solubilizar Ca;(POy);, in vitro, mas
contribuiu com a maior absor¢@o de macro e micronutrientes, maior produgao de

MSPA e MSR em feijao comum.

4.1.2 Feijao caupi

Nenhuma estirpe contribuiu para o aumento na producdo da MSPA do
feijdo caupi (Vigna unguiculata), mas o tratamento com a estirpe UFLA 03-08
apresentou maior conteido de todos os macro e micronutrientes analisados,
exceto zinco, em relagdo ao tratamento com Cas(PO,), (insolivel). Tudo isso
pode ter relacdo com a matéria seca da raiz, pois o tratamento com esta estirpe,
juntamente com o tratamento com 7,75 mg de fésforo L™ (soltvel) apresentaram
os maiores valores de matéria seca de raiz (Figura 2). Estudos realizados com a
inoculagdo de Gluconacetobacter sp., Burkholderia sp. e Pseudomonas striata
em feijdo caupi apresentaram efeito positivo na promog¢do do crescimento da

parte aérea, em relacdo aos tratamentos com fosfato sem inoculagdo e com
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superfosfato sem inoculagdo, mas este efeito ndo apareceu quando as estirpes
foram inoculadas com e sem fosfato, além disso os tratamentos inoculados
também apresentaram maior absor¢ao de nitrogénio em relacio aos tratamentos

sem inocula¢do (Linu et al., 2009).

4.2 Gramineas em vaso de Leonard

4.2.1 Milho

Para o milho, os resultados de MSPA, MSR e acumulo de fésforo
mostraram bem a capacidade de solubilizac¢do das estirpes in vitro, uma vez que
aquelas que solubilizaram Ca;(PO,), em placa de Petri contribuiram para a
absorcdo de fésforo pelas plantas e também para a maior produgdo de matéria
seca da parte aérea e raizes. Destaca-se o tratamento inoculado com a estirpe
UFLA 03-09 (Acinetobacter sp.) que também proporcionou maior absor¢ao de
nitrogénio, potdssio, célcio, magnésio, cobre, ferro, manganés e zinco em
relac@o ao tratamento com Ca;(PO,), (insoldvel). Estudos realizados com plantas
de Zea mays inoculadas com Enterobacter agglomerans e com fosfato de rocha,
em condi¢gles estéreis, ndo mostrarm efeito em seu crescimento (Laheurte &
Berthelin, 1988). Oliveira (2011) também ndo observou diferenca no
crescimento em plantas de milho, cultivadas em vaso de Leonard, inoculadas
com Burkholderia sp., Burkholderia fungorum e Rhizobium sp. Da mesma
forma, a inoculacio com os fungos Haematonectria ipomoeae, Pochonia
clamydosporia var. catenulata e o isolado Acremonium polychromum, em vaso
de Leonard, com Ca;(PO,),, ndo contribuiu com o crescimento das plantas de
milho (Gomezjurado, 2011).

Estudos com milho, em solo inoculado com Serratia marcescens e

Pseudomonas sp., Bacillus coagulans, Enterobacter asburiae também nao
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contribuiram para a promog¢do do crescimento das plantas em relacdo ao
tratamento sem inoculagdo, com fosfato de rocha; por outro lado em condigdes
de campo, 96 DAE, foi observado contribui¢do na producdo da parte aérea, na
producdo de graos e no acimulo de fésforo e nitrogénio na parte aérea
(Hameeda et al., 2008).

Outro resultado importante a ser discutido foi o maior conteido de
nitrogénio apresentado pelos tratamentos inoculados, além da leguminosa, em
uma espécie de graminea, evidenciando que estas estirpes contribuem com a
nutricdo das plantas através de outros mecanismos de promog¢do do crescimento

(Patten & Glick, 1996; Kuklinsky-Sobral et al., 2004; Oliveira, 2011).

4.2.2 Braquiaria

Para a cultura da braquidria, as estirpes UFLA 03-09 e UFLA 03-106
demonstraram contribuir na producdo de MSPA e de MSR. Contribuicdo que
estd relacionada a solubilizacdo de fosfato pois as mesmas contribuiram com o
acimulo de fésforo nas plantas. Nao foi possivel encontrar trabalhos onde se
avaliou a inoculagdo de microrganismos solubilizadores em plantas de
braquidria, mas em estudo com plantas de trigo e milho, em condi¢des de solo,
inoculados com Penicillium oxalicum mais o fosfato de rocha observou-se
grande contribui¢do da inoculacdo na MSPA, MSR, na producdo e no acimulo
de fosforo na parte aérea e nos graos (Singh & Reddy, 2011).

Como aconteceu para o milho, o acimulo de fésforo nos tratamentos
inoculados mostra a capacidade de solubilizacdo das estirpes in vitro, 105 DAE,
uma vez que todas que solubilizaram Ca;(PO,), em placa de Petri conseguiram
contribuir na absor¢do de fésforo pelas plantas. Mais uma vez foi destaque a
estirpe UFLA 03-09 (Acinetobacter sp.) que juntamente com a estirpe UFLA 03-

106 proporcinaram maior absor¢cdo de nitrogénio, potdssio, enxofre, calcio,



132

magnésio, cobre, ferro, manganés e zinco em relacdo ao tratamento com
Ca;(PO,), (insoldvel), aos 105 DAE. Gulati et al (2009) demonstraram a
contribui¢do de Acinetobacter rhizosphaerae na promocdo do crescimento de
leguminosas como o grdo de bico, ervilha e o amendoim, além de gramineas
como a cevada e o milho por diferentes mecanismos, sendo que andlises da
solubilizagdo de fosfatos ndo foram realizadas.

Novamente, o maior conteido de nitrogénio apresentado pelos
tratamentos inoculados deve ser destacado, pois isto ocorreu em leguminosas e
em graminea e foi observado em todas as diferentes idades de corte da
braquidria, evidenciando que estas estirpes contribuem com a nutri¢do

nitrogenada das plantas.

4.3 Microrganismos solubilizadores de fosfato no solo

A auséncia de microrganismos solubilizadores de fosfato de cdlcio,
avaliado em placas de Petri, com meio NBRIP contribui no processo de selecdo
de estirpes para a producdo de inoculantes, uma vez que o efeito observado na
contribui¢do da nutricdo fosfatada na cultura pode ter relacdo direta com a
capacidade de solubilizacio das estirpes, sofrendo pouca ou nenhuma

interferéncia da populagao nativa de solubilizadores.

4.4 Leguminosas em vaso com solo

4.4.1 Feijao comum

Nas condi¢gdes do experimento, nenhuma estirpe, nem mesmo as estirpes

UFLA 03-09, UFLA 03-10, UFLA 03-106 e UFLA 03-116, que contribuiram no

experimento em vaso de Leonard, contribuiram na promog¢do do crescimento e
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nutricdo das plantas. Oliveira (2011) trabalhando com a inoculagdo de
Burkholderia sp., Burkholderia fungorum e Rhizobium sp., em feijdo comum,
em vaso de Leonard e posteriormente em vaso com solo observou-se o0 mesmo
comportamento. E comum identificar microrganismos solubilizadores de
fosfatos em condi¢des de laboratdrio, o que nem sempre reflete em experimentos
in vivo (Gyaneshwar et al., 2002; Collavino et al., 2010).

Por outro lado, em trabalho onde inoculou-se uma actinobactéria
Micromonospora endolithica em Phaseolus vulgaris L., em solo, observou-se a
contribui¢cdo na MSPA e no actimulo de fésforo, nitrogénio, potassio, magnésio,

enxofre e ferro (El-tarabily et al., 2008).

4.4.2 Feijao caupi

O comportamento dos tratamentos na cultura do feijao caupi (Vigna
unguiculata) foi o contrdrio do observado no feijao comum, em relacdo aos
resultados no experimento com vaso de Leonard e no experimento de vaso com
solo, pois as estirpes UFLA 03-08, UFLA 03-09, UFLA 03-10, UFLA 03-106 e
UFLA 03-116, que ndo contribuiram no crescimento em vaso de Leonard, o
fizeram em vaso com solo. Hameeda et al., (2008), trabalhando com milho,
observaram que em condicdes de casa de vegetacdo os microrganismos nao
promoveram efeito significativo no crescimento das plantas em relacdo ao
tratamento com fosfato, mas em experimento de campo o resultado foi
animador, obtendo MSPA, MSR e producio de graos maiores com a inoculagao
de Serratia marcescens e Pseudomonas sp., Bacillus coagulans, Enterobacter
asburiae.

E interessante ressaltar que o tratamento com a estirpe UFLA 03-116
apresentou resultados negativos na solubilizacdo de Caz(POg), in vitro, mas

proporcionou maior producio de MSPA e maior absor¢do de fdsforo
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Gomezjurado (2011) observou o mesmo comportamento com isolados de fungos

inoculados em feijao caupi.

4.5 Gramineas em vaso com solo

4.5.1 Milho

Para o milho, os resultados com 30 DAE demonstram que nenhuma
estirpe havia contribuido com o aumento da MSPA, mas as estirpes UFLA 03-
09, UFLA 03-10, UFLA 03-106 e UFLA 03-116 ja se destacavam apresentando
maior acimulo de fésforo em relagdo ao tratamento com fosfato de Araxd. Foi
possivel observar que aos 45 DAE as estirpes UFLA 03-08, UFLA 03-10 e
UFLA 03-116 foram superiores ao tratamento com fosfato de Araxd em relacéo
a MSPA, mas apenas a estirpe UFLA 03-116 foi maior no acimulo de fésforo,
mostrando assim, uma grande variacdo na promog¢do do crescimento de plantas
em condi¢des estéreis e ndo estéreis, pois esta estirpe ndo contribuiu com o
crescimento e nutricdo fosfatada do milho em vaso de Leonard. J4 as demais
estirpes destacaram no vaso de Leonard, o que ndo aconteceu no vaso com solo,
€ mais uma vez ndo representou bem a capacidade de solubilizacdo das estirpes
in vitro. A solubilizag¢do de fosfatos é um processo complexo que envolve tanto
0s microrganismos quanto as plantas e o solo. Compreender a relacdo entre a
disponibilizacdo de fésforo para as plantas, pela solubilizacdo, em condi¢cdes de
solo, € necessdrio para selecdo de estirpes eficientes.

Estudo realizado por Oliveira (2011) mostrou que em plantas de Zea
mays a inoculacdo com Burkholderia sp. e Burkhoderia fungorum, com fosfato
de Araxd, em vaso com solo, contribuiu para o seu crescimento (Oliveira, 2011).
O mesmo aconteceu quando inoculadas com Rhizobium leguminosarum bv.

phaseoli, em condi¢des de campo (Chabot et al., 1993; 1996). A inoculacio de
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Peudomonas em plantas de milho, em vaso com solo, com fosfato de rocha,
contribuiram para o crescimento e no acimulo de fésforo, nitrogénio e potassio
(Vyas & Gulati, 2009), o mesmo foi observado com inoculagdo de
Acinetobacter rhizophaerae (Gulati et al., 2010) e com inoculagdo de

Aspergillus tubingensis e A. niger (Richa et al., 2007).

4.5.2 Braquiaria

O comportamento apresentado pela cultura da braquidria demonstrou
que aos 30 DAE as estirpes UFLA 03-10, UFLA 03-106 e UFLA 03-116, apesar
de ndo diferir do tratamento com fosfato de Araxd, ji apresentavam maior
acimulo de fésforo, sendo um indicativo de contribui¢io na nutricdo fosfatada.
Entretanto, no segundo corte, 60 DAE, foi possivel observar tratamentos
inoculados com as estirpes UFLA 03-09, UFLA 03-10 e UFLA 03-106
apresentando maior quantidade de MSPA do que o tratamento com fosfato de
Araxd, sendo que a estirpe UFLA 03-106 manteve um maior actimulo de
fosforo. Ap6s noventa dias de cultivo, a estirpe UFLA 03-10 se destacou e
apresentou MSPA equipardvel ao tratamento com 150,0 mg de fésforo L™,
sendo ambos maiores que os demais tratamentos. Além disso, esta estirpe
apresentou, juntamente com a estirpe UFLA 03-116, acimulo de fésforo maior
do que o tratamento com fosfato de Araxd, sendo um bom indicativo de que
também responderd em experimento de campo. Em trabalho realizado com
outras gramineas, como o arroz (Oryza sativa), inoculado com Pantoea
agglomerans mais o fosfato, foi possivel observar uma contribuicdo da
inoculagdo na produg¢do de MSPA (Zeng et al., 2012). Em plantas de cevada
(Hordeum vulgare) inoculadas com Acinetobacter calcoaceticus, a contribui¢do
no crescimento foi além da maior produgdo de MSPA contribuindo também no

maior acimulo de fésforo e nitrogénio (Peix et al., 2009), em plantas de trigo
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(Triticum aestivum ssp. vulgare cv. Bezostaja-I), inoculadas com Acinetobacter
sp., também foi observado uma contribui¢do no aumentou da MSPA e no
actimulo de fésforo aos 15 e 30 DAE (Ogut et al., 2010).

Os resultados deste experimento, em relacio ao experimento em vaso de
Leonard, diferem no que diz respeito a comparagdo dos tratamentos quanto ao
acimulo de fésforo, pois neste caso ndo representou a capacidade de
solubilizagdo das estirpes in vitro, uma vez que a estirpe UFLA 03-116 nao
solubilizou Ca;(PO,), em placa de Petri, mas contribuiu com a promocdo do
crescimento da braquidria. Isso deixa evidente que a metodologia utilizada para
selecionar estirpes solubilizadoras de fosfato in vitro apresenta problemas, pois
se a estirpe UFLA 03-116 fosse excluida ja primeira etapa (pois nao solubilizou
Ca;(PO4), em placa de Petri) ndo se poderia observar seu potencial em
experimentos in vivo, apontando para a necessidade de se promover melhoria na
metodologia.

Novamente, o maior conteido de nitrogénio apresentado pelos
tratamentos inoculados deve ser destacado, pois isto ocorreu em leguminosas e
em graminea, em vaso de Leonard e em vaso com solo. Além disso, o efeito foi
observado em todas as diferentes idades de corte da braquidria, evidenciando

que estas estirpes contribuem com a nutri¢ao nitrogenada das plantas.

4.6 Consideracoes finais

A selec@o de microrganismos solubilizadores de fosfatos capazes de
contribuir com a promocdo do crescimento de plantas e melhoria na nutri¢do
fosfatada, para serem utilizados como produtos biotecnolégicos, € um caminho a
ser percorrido pela ciéncia. Além de diminuir a dosagem de fésforo, a pratica do
uso de microrganismos solubilizadores pode contribuir também na diminui¢do

da aplicagdo de adubos nitrogenados, conforme foi possivel obsevar nos
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resultados deste trabalho. Entretanto, os métodos utilizados para selecdo inicial
destes microrganismos solubilizadores, in vitro, apresentam, por algum motivo,
falhas, pois nestas condi¢des microrganismos que nao apresentam halo de
solubilizacdo em meio sélido ou ndo apresentam fésforo solivel em meio
liquido, quando inoculados em condi¢des in vivo demonstraram contribui¢do na
nutricdo fosfatada e no crescimento das plantas; o contrario também ¢é
verdadeiro. Esses microrganismos apresentaram variacdo na contribuicdo do
crescimento das plantas via solubilizacdo de fosfato quando analisadas em
condigdes estéreis e ndo estéreis, evidenciando que essa contribuicdo nao
depende apenas do microrganismo, mas de uma série de fatores que envolvem a
planta utilizada e o ambiente edafico presente. De qualquer forma, ficou clara a
contribui¢do de microrganismos na promog¢ao do crescimento de leguminosas e
gramineas por meio da melhoria da nutricdo fosfatada. Os mecanismos de
solubilizagdo utilizados pos estes microrganismos sdo diversos e precisam ser
melhor elucidados, pois um microrganismo pode contribuir por diferentes

formas no crescimento das plantas.

5 Conclusoes

Estirpes de Acinetobacter, Paenibacillus e Rhizobium (UFLA 03-08,
UFLA 03-09, UFLA 03-10, UFLA 03-106 e UFLA 03-116) contribuem para o
crescimento e nutricdo fosfatada e nitrogenada das culturas de feijdo comum,
feijao caupi, milho e braquidria, quando cultivada em vaso de Leonard;

Estirpes de Acinetobacter, Paenibacillus e Rhizobium (UFLA 03-08,
UFLA 03-09, UFLA 03-10, UFLA 03-106 ¢ UFLA 03-116) contribuem no
crescimento e nutricdo fosfatada e nitrogenada das culturas de feijdo caupi,

milho e braquidria quando cultivada em vaso com solo;
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A cultura do feijao comum nfo foi favorecida no crescimento nem na
nutricdo fosfatada, quando inoculada com estirpes bacterianas, em vaso com
solo;

A capacidade de solubilizacdo de fosfatos analisada em condicdes de
laboratorio, in vitro, nem sempre corresponde com a capacidade de contribui¢ao

no crescimento e nutri¢io fosfatada analisada in vivo.
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