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RESUMO — A inoculagao de micro-organismos solubilizadores de fosfato, em conjunto ou ndo com fungos
micorrizicos, pode ser alternativa para a reduco dos custos de produgéo de eucalipto por meio da diminuigado
dos gastos com fertilizantes fosfatados. Dessa forma, objetivou-se com este trabalho isolar e caracterizar
bactérias solubilizadoras de fosfato da rizosfera de Eucalyptus sp., visando a sua coinoculagdo com fungos
ectomicorrizicos. Entre os 24 isolados de bactérias originarios do solo rizosférico de eucalipto, 12 sdo do
filo y-Proteobacteria e pertencentes a familia Enterobacteriaceae (Enterobacter, Kluyvera e Klebsiella);
9 do filo B-Proteobacteria (Burkholderia); 1 do filo Actinobacteria (Curtobacterium); e 1 do filo Firmicutes
(Enterococcus). O indice de solubilizagdo de fosfato, calculado dividindo-se o didmetro do halo de clareamento
pelo didmetro da coldnia, varioude 0 a 11, sendo Enterococcus avium a espécie com o maior potencial
de solubilizagao de CaHPO, in vitro. A produgio de acidez em meio glicose-extrato de levedura pelos isolados
bacterianos rizosféricos foi significativa, no entanto a capacidade de solubiliza¢do de CaHPO, nio se correlacionou
com a acidificacdo do meio. Alguns isolados bacterianos promoveram forte inibi¢do do crescimento de Pisolithus
sp., isolado H4111, enquanto outros nao causaram esse fenomeno. Os isolados RE 56 (Enterococcus avium),
RE 41 (Burkholderia cepacea), RE 52 e RE 30 (ambos Burkholderia pyrrocinia) foram aqueles que apresentaram
maior potencial para utilizagdo em experimentos de coinoculagdo com fungos ectomicorrizicos.

Palavras-chave: Microbiologia do solo; Fungos micorrizicos; Compatibilidade.

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF PHOSPHATE SOLUBILIZING
BACTERIA FROM Eucalyptus sp. RHIZOSPHERE

ABSTRACT — The inoculation of phosphate solubilizing microorganisms, with or without mycorrhizal
fungi, can be an alternative to reduce de production costs of eucalyptus due to the decrease in phosphate
Sfertilization spending. Thus, the objective of this work was to isolate and characterize phosphate solubilizing
bacteria from the rhizosphere of Eucalyptus sp. aiming their co-inoculation with ectomycorrhizal fungi.
Among the 24 isolates of bacteria originating from the rhizosphere soil of Eucalyptus, 12 are from phylum
y-Proteobacteria belonging to the family Enterobacteriaceae (Enterobacter, Kluyvera and Klebsiella);
9 from f-Proteobacteria (Burkholderia); one from Actinobacteria (Curtobacterium) and one from Firmicutes
(Enterococcus). The phosphate solubilization index, calculated by dividing the diameter of the halo of
bleaching by the diameter of the colony, ranged from 0 to 11, with the species Enterococcus avium showing
the greatest potential to solubilize CaHPO ,in vitro. The production of acidity in the Glucose-Yeast Extract
media by the rhizosphere bacterial isolates was significant, however, CaHPO  solubilization ability is
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not correlated with the acidification of the medium. Some bacterial isolates promoted strong inhibition
of growth of Pisolithus sp., isolate H4111, while others did not cause this phenomenon. The isolates RE
56 (Enterococcus avium), RE 41 (Burkholderia cepacea), RE 52 and RE 30 (both Burkholderia pyrrocinia)
were those which showed the highest potential for utilization in co-inoculation experiments with ectomycorrhizal

fungi.

Keywords: Soil microbiology,; Mycorrhizal fungi; Compatibility.

1.INTRODUCAO

Os latossolos constituem a classe de solos
predominantes no Brasil e na regido de Vicosa, MG.
Sdo solos intensamente intemperizados, apresentando
fertilidade relativamente baixa, dada a limitada
disponibilidade de nutrientes essenciais ao crescimento
vegetal, como fosforo, calcio, magnésio, potassio, entre
outros (EMBRAPA, 1999). Nesses solos, a utilizagdo
de eucalipto para fins de reflorestamento ¢é interessante
devido as caracteristicas dessa planta, a exemplo da
sua capacidade de tolerar baixa fertilidade e acidez
elevada (BARROS etal., 1981). Mas, mesmo com essas
caracteristicas, torna-se necessaria a utiliza¢do de
fertilizantes para obtencao de boa produtividade
(BARROS etal., 1981).

As formas de adubagéo fosfatada convencionais
baseiam-se na aplicagao de fertilizantes quimicos de
alto custo, o que requer a aplicacao de doses superiores
as necessarias ao crescimento da planta, tendo em vista
que cerca de 90% do fosforo aplicado é rapidamente
adsorvido nas particulas de argila (GONCALVES et
al., 1985). Uma forma de reduzir os custos com a aplicacao
de fosforo € a utilizagdo de fosfatos naturais, o que
tem como inconveniente o fato de apresentarem baixa
solubilidade e, portanto, serem pouco disponiveis as
plantas.

O que pode viabilizar a utilizacao de fosfatos naturais
¢ o emprego de micro-organismos com capacidade de
solubilizar essa fonte de fosforo. Varios estudos tém
sido feitos visando ao isolamento de micro-organismos
solubilizadores de fosfato e sua posterior inoculagio
em plantas. A inoculacdo de micro-organismos capazes
de solubilizar formas insoltiveis de fosfato (CHAIHARN;
LUMYONG, 2011; AZZ1Z et al.,2012; DE BOLLE et
al., 2013) ou sua coinoculagdo com fungos micorrizicos
(SAXENA et al., 2014) é capaz de promover maior
crescimento de plantas. No entanto, os efeitos positivos
da coinoculagdo de bactérias solubilizadoras de fosfato
e fungos micorrizicos sobre o crescimento e absor¢ao
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de nutrientes dependem da compatibilidade entre os
isolados inoculados (BIDONDO et al., 2012).

Os micro-organismos presentes no solo interagem
entre si de diversas formas, podendo apresentar relagdes
positivas, neutras ou negativas (JOHANSSON et al.,
2004). A dindmica das relagdes entre fungos micorrizicos
e bactérias da rizosfera ¢ uma area pouco explorada.
Sabe-se, todavia, que arizosfera e a endorrizosfera
sdo os principais reservatorios de bactérias antagonistas
a fungos fitopatogénicos, como Verticillium dahliae
e Rizoctonia solani (BERG et al., 2005), e que também
podem ser antagonistas de fungos micorrizicos
(JOHANSSON et al., 2004). Diferencas consideraveis
ocorrem entre fungos micorrizicos em sua colonizagdo
do rizoplano, tanto na presenga quanto na auséncia
de bactérias. Os fungos micorrizicos Rhizopogon luteolus
e Thelephora terrestris geralmente colonizam bem as
raizes de Pinus radiata na auséncia de bactérias, porém
o fungo Pisolithus tinctorius apresenta menor
desempenho sob essas condicdoes (BOWEN et al., 1979).
Bidondo et al. (2012) observaram que a maior
disponibilidade de fosforo proporcionada as plantas
pela inoculagao de bactérias solubilizadoras de fosfato
reduziu a colonizagao radicular por fungos micorrizicos.

O isolamento de bactérias capazes de solubilizar
fosfatos naturais, com o objetivo de utiliza-las em programa
de coinoculagdo com fungos micorrizicos, pode constituir
alternativa para suprir as necessidades de fosfato e
reduzir custos na producao de eucalipto, pela diminuicao
dos gastos com fertilizantes quimicos (KHAN et al.,
2007). O objetivo deste trabalho foi isolar e caracterizar
bactérias solubilizadoras de fosfato da rizosfera de
FEucalyptus sp., visando a coinoculagdo com fungos
ectomicorrizicos.

2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério
de AssociagGes Simbiodticas Micorrizicas do
Departamento de Microbiologia da Universidade Federal
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de Vigosa, localizado no Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO), Vigosa, MG.

Cinco amostras compostas contendo 50 g de solo
rizosférico, definido como aquele que permanece aderido
as raizes apos a agitacdo, foram coletadas a partir do
sistema radicular de trés plantas de Eucalyptus sp.,
na camada de 0-20 cm de profundidade e a uma distancia
maximade 1,0 m do caule. As amostras foram imediatamente
transportadas para o laboratorio em caixa de isopor
com gelo. De cada amostra, 1 g de solo foi diluido
serialmente até 10-¢ em solucdo salina (NaCl a 0,85%).
Aliquotas de 0,1 mL das dilui¢des foram inoculadas
em placas de Petri contendo meio Glicose-Extrato de
Levedura (GEL), acrescidas de fosfato de calcio (CaHPO,)
e incubadas na temperatura de 28 °C até o surgimento
de colonias. As bactérias capazes de solubilizar fosfato
de calcio foram identificadas pela presenca de halo
transparente ao redor da colonia. As bactérias foram
reinoculadas em meio GEL contendo fosfato de célcio,
para isolamento de culturas puras e confirmagao da
capacidade de solubilizacdo de fosfato. Cada isolado
recebeu um coédigo de identificagdo composto pelas
letras “RE” e uma numeragao. Para os experimentos
subsequentes, os isolados foram mantidos ativos por
meio de sua inoculagio, a cada sete dias, em novas
placas contendo o meio GEL. Para conservagao dos
isolados, estes foram cultivados em meio caldo nutriente
por 8 h a 28 °C, e, posteriormente, uma aliquota de
1 mL do caldo nutriente foi misturada a 1 mL de glicerol
80%, congelada em nitrogénio liquido e mantida em
ultrafreezer a -86 °C. Quando necessario, as culturas
estocadas em ultrafreezer foram ativadas pela inoculagdo
em 25 mL de caldo nutriente, seguido de incubagéo
a28 °Cpor 8 h.

Para a caracterizagdo morfolégica e identificagdo
dos isolados, culturas previamente inoculadas em meio
agar-nutriente e incubadas a 28 °C, por 12-18 h, foram
utilizadas para a confecg¢do de esfregagos, visando
caracterizar a forma, a coloragao de Gram e as dimensoes
celulares dos isolados. O didmetro e comprimento celulares
foram medidos utilizando-se micrémetro ocular de fio
movel Olympus, modelo OSM 203749, e o resultado,
expresso como a média de 20 medi¢des tomadas de
cada variavel. A espécie dos isolados bacterianos foi
determinada por meio da analise dos ésteres metilicos
de 4cidos graxos (GC-FAME) [Sherlock, Microbial
Identification System versdo 4.0], de acordo com a
metodologia descrita por Sasser (2006).
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Para determinagao do potencial de solubilizagdo
de fosfato dos isolados, duas placas de Petri com 25
mL de meio GEL contendo fosfato de calcio foram
inoculadas com cada isolado bacteriano, por meio da
realizagdo de trés picadas equidistantes na superficie
do meio. As placas inoculadas foram incubadas a 28
°C e avaliadas diariamente em relacdo ao aparecimento
de halo de solubilizag¢éo. O potencial de solubilizacéo
foi determinado aos 7, 14 ¢ 21 dias de incubacgio,
dividindo-se o diametro do halo pelo diametro da colonia,
conforme descrito por Kumar e Narula (1999). Os dados
foram submetidos a analise de varidncia e as médias
dos tratamentos, ao teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Para verificar a capacidade dos isolados em reduzir
o pH do meio de cultura, tubos de ensaio contendo
10 mL do meio GEL foram inoculados com cada um
dos isolados bacterianos e incubados a 28 °C, por 48
h. Ao final do periodo de incubag¢éo, mediu-se o pH
do meio utilizando potenciéometro LabTrade®. O
experimento foi realizado em trés repeti¢des. Os dados
foram submetidos a analise de varidncia e as médias,
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Para determinagao da compatibilidade in vitro entre
os isolados bacterianos e o fungo ectomicorrizico
Pisolithus sp., dois discos de 4gar contendo micélio
do isolado H4111, retirados das bordas de colonias
cultivadas em meio MNM, por 15 dias a 28 °C, foram
inoculados a 3 cm de distdncia em placas de Petri
contendo o mesmo meio. Apoés trés dias de incubacgéo
a 28 °C, inoculou-se cada isolado bacteriano por meio
de uma estria entre dois discos de agar. As placas foram
incubadas por mais 15 dias a 28 °C, para verificagdo
da ocorréncia de inibigdo do crescimento do fungo
pelos isolados bacterianos. O experimento foi realizado
com trés repetigdes.

A classifica¢do dos niveis de interagdo entre os
isolados bacterianos e o fungo foi a seguinte:

I — Compatibilidade: colonias com crescimento
normal; hifas crescem sobre a estria bacteriana.

II — Inibicao fraca: colonias com densidade
micelial normal; hifas aproximam-se da estria bacteriana,
mas nao ocorre contato.

IIT — Inibicdo média: coldnias com densidade
micelial normal; crescimento micelial claramente
desfavorecido no lado da estria.
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IV —Inibic¢éo forte: reducao drastica no didmetro
da colonia e na densidade de hifas, as vezes com forte
repulsdao do micélio em relagdo a estria bacteriana.

A produgdo de pigmento marrom-escuro pelo fungo
também foi avaliada como indicio de incompatibilidade,
ou seja:

I — Auséncia de pigmentagao na coldnia fungica
e no meio de cultura.

IT — Presenga abundante de pigmentos na coldnia
fungica ou no meio de cultura.

III — Presenca abundante de pigmentos na colonia
fungica e no meio de cultura.

3. RESULTADOS

Inicialmente, todos os isolados apresentaram o
halo de solubilizagdo de fosfato de calcio caracteristico
em meio GEL. No entanto, alguns perderam a capacidade
de solubiliza¢do ao longo dos ciclos de cultivo. A
caracterizacao morfologica e identificacdo dos isolados
de bactérias solubilizadoras de fosfato mostram a
predominancia de bacilos gram-negativos e de bactérias
da familia Enterobacteriaceae (Tabela 1). Com excegao
dos isolados RE 56, um coco gram-positivo e RE 35,
um bacilo gram-positivo, todos os outros apresentaram
a forma de bacilo curto, com dimensdes entre 0,54 -
1,00 x 1,07 - 2,52 um (Tabela 1).

Os isolados bacterianos obtidos a partir da rizosfera
de Eucalyptus sp. diferiram quanto a capacidade de
solubilizagdo de fosfato de célcio in vitro (Tabela 2).
Com sete dias de crescimento, os isolados demonstraram
um indice de solubilizagdo médio entre zero € 9,57. Apds
14 dias de crescimento, as médias variaram entre zero
e 10,25, e ao final dos 21 dias de incubagao os isolados
que mantiveram a capacidade de solubilizagio
apresentaram indices variando entre 0,75 ¢ 11,00. Ao
fim dos 21 dias, os isolados com maior indice de
solubilizagdo foram RE 56 ¢ RE 41, de E. avium e B.
cepacea, respectivamente, sendo o primeiro
significativamente maior, apesar de apresentar o menor
crescimento entre todos os isolados.

Os valores de pH do meio GEL liquido mostraram
diferencas significativas de acordo com o isolado
bacteriano inoculado (Tabela 2), variando entre 3,98
e 4,39, enquanto o controle apresentou média de 4,45.
A maior redug¢io do pH do meio, em relagéo ao controle,
ocorreu com a inoculagdo de Entercoccus avium, que
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também foi o que apresentou maior indice de solubilizagdo
em meio s6lido (Tabela 2). Alguns isolados que
promoveram significativa redu¢dao do pH (RE 1, RE
13,RE 43, RE 44, RE 45, RE 46, RE 47, RE 48, RE 50,
RE 51 e RE 54), com valores entre 4,03 ¢ 4,09, tiveram
indices de solubilizagcdo em meio s6lido menores do
que 1,50 (Tabela 2). Ja os isolados RE 30 e RE 41, que
apresentaram, respectivamente, valores de pH de 4,39
e 4,31, apresentaram indices de solubilizagdo em meio
solido de 2,04 e 4,15, respectivamente (Tabela 2).

O crescimento do fungo ectomicorrizico Pisolithus
sp. foi inibido pela presenca de alguns isolados
bacterianos (Tabela 2). Essa inibi¢ao apresentou diferentes
niveis, que foram detectados por meio da observagéao
do padrado de crescimento do micélio (Figura 1).
Burkholderia cepacea, isolado RE 53, inibiu severamente
o crescimento radial da colonia de Pisolithus sp., levando
a producao de micélio aéreo pouco denso. Enterobacter
intermedius, isolado RE 1; e Kluyvera ascorbata, isolado
RE 13, inibiram severamente o crescimento de Pisolithus
sp. (Figura 1F), o mesmo ocorrendo com Klebsiella
pneumoniae, isolado RE 54 (Figura 1E).

4. DISCUSSAO

Neste trabalho foram obtidos 24 isolados bacterianos,
todos com capacidade para solubilizar fosfato. No entanto,
ao longo das sucessivas repicagens, alguns isolados
perderam a capacidade de solubilizag3o, fato ja descrito
por outros autores (ILLMER; SCHINNER, 1992; MULETA
etal., 2013). Alteragdes na capacidade de solubilizacido
de fosfato de isolados podem ocorrer ao longo de
sucessivos ciclos de cultivo, levando a perda, como
observado neste trabalho, ou ao aumento da capacidade
(ILLMER; SCHINNER, 1992). O aumento ou a perda da
capacidade de solubilizagado de fosfato estdo relacionados
a adaptacgdo dos isolados a diferentes condi¢des de
disponibilidade de féosforo no meio de cultivo.

Entre os isolados, foi observado predominio de
bacilos gram-negativos pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, ¢ as dimensdes dos isolados sdo
condizentes com as descritas anteriormente (BRENNER,
1980). Em estudo que caracterizou 13 bactérias
solubilizadoras de fosfato, isoladas a partir de diferentes
plantas cultivadas na Coreia, também foi observada
dominancia de estirpes dessa mesma familia (CHUNG
etal., 2005). Entre os géneros obtidos neste trabalho,
os mais frequentes foram Burkholderia, Kluyvera e
Klebsiella (Tabela 2). Algumas das espécies desses
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Tabela 1 — Identificagdo, gram, forma e dimensdes celulares de isolados bacterianos solubilizadores de fosfato isolados da
rizosfera de Eucalyptus sp. em meio glicose-extrato de levedura.

Table 1 — Identification, gram, shape and cell dimensions of phosphate solubilizing bacterial isolates from Eucalyptus
sp. rhizosphere isolated in glucose-yeast extract medium.

Isolado Espécie Gram Forma Dimensdes (um)
Comprimento Diametro
RE 1 Enterobacter intermedius Negativo Bacilo 1,51 0,61
RE 3 Burkholderia cepacea Negativo Bacilo 2,52 0,88
RE 9 Nao identificado Negativo Bacilo 1,58 0,66
RE 10 Burkholderia cepacea Negativo Bacilo 1,55 0,70
RE 12 Kluyvera ascorbata Negativo Bacilo 1,28 0,65
RE 13 Kluyvera ascorbata Negativo Bacilo 1,73 0,98
RE 30 Burkholderia pyrrocinia Negativo Bacilo 1,90 0,89
RE 34 Burkholderia pyrrocinia Negativo Bacilo 1,92 1,00
RE 35 Curtobacterium flaccumfaciens Positivo Bacilo 1,37 0,59
poinsettiae

RE 37 Burkholderia cepacea Negativo Bacilo 1,77 0,86
RE 41 Burkholderia cepacea Negativo Bacilo 1,99 0,93
RE 43 Kluyvera ascorbata Negativo Bacilo 1,26 0,59
RE 44 Kluyvera ascorbata Negativo Bacilo 1,07 0,54
RE 45 Kluyvera ascorbata Negativo Bacilo 1,18 0,66
RE 46 Kluyvera ascorbata Negativo Bacilo 1,41 0,61
RE 47 Kluyvera ascorbata Negativo Bacilo 1,74 0,81
RE 48 Kluyvera ascorbata Negativo Bacilo 1,64 0,64
RE 49 Burkholderia pyrrocinia Negativo Bacilo 1,98 0,75
RE 50 Enterobacter cancerogenus Negativo Bacilo 1,94 0,78
RE 51 Klebsiella pneumoniae pneumoniae Negativo Bacilo 1,42 0,60
RE 52 Burkholderia pyrrocinia Negativo Bacilo 1,94 0,93
RE 53 Burkholderia cepacea Negativo Bacilo 1,90 0,77
RE 54 Klebsiella pneumoniae ozaenae Negativo Bacilo n.d. n.d.
RE 56 Enterococcus avium Positivo Coco 0,95 0,95

géneros, B. cepacea e K. pneumoniae, apesar de serem
comumente encontradas no solo, podem ser patdogenos
oportunistas no homem (VIAL et al., 2011).

Algumas das espécies isoladas podem ser também
promotoras do crescimento vegetal, e individuos da
espécie K. pneumoniae sdo capazes de fixar N,
atmosférico (RUEDA-PUENTE, 2004). Isolados de B.
cepacea t€m capacidade de promover o crescimento
de plantas, podendo atuar no controle de patdogenos
ou na degradacgao de substancias recalcitrantes (VIAL
etal., 2011). Isolados de K. ascorbata sdo capazes
de promover o crescimento vegetal por meio da mitigacao
dos efeitos fitotoxicos do chumbo, zinco e niquel quando
presentes no solo, além de fornecerem um suprimento
adequado de ferro as plantas (BURD et al., 2000).

O indice de solubiliza¢do dos isolados variou em
relagdo ao tempo e ao isolado em foco, apresentando
valores entre zero e 11,00. Com excecao dos isolados
RE 56, de Enterococcus avium,e RE 41, de B. cepacea,

SIIF

que apresentaram indices de solubilizagao superiores
a 2,3, os demais isolados solubilizadores apresentaram
indices variando entre 1 € 2,04. Resultados semelhantes
foram observados por Muleta et al. (2013) em bactérias
isoladas darizosfera de Coffea arabica. Diferentemente
do que foi verificado neste trabalho, Chung et al. (2005)
relataram maior solubilizag@o de fosfato pelas espécies
K. ascorbata e K. pneumoniae, quando isoladas da
rizosfera de plantas cultivadas na Coreia.

Variagdes no potencial de solubilizagdo de fosfato
por micro-organismos tém sido observadas por varios
autores, sendo utilizada como uma das principais
caracteristicas no processo de sele¢do (AZZIZ et al.,
2012; DEBOLLE etal., 2013; MULETA etal., 2013).
Os micro-organismos solubilizadores de fosfato podem
ser classificados quanto ao seu indice de solubilizagéo
(SILVA FILHO; VIDOR, 2000). Segundo esses autores,
os isolados que apresentam indices menores que 2
sdo classificados como pouco solubilizadores e isolados
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Tabela 2 — Indices de solubilizagio de fosfato, pH e compatibilidade in vitro entre bactérias solubilizadoras de fosfato isoladas
darizosfera de Eucalyptus sp. e isolado fungico H4 111 de Pisolithus sp.

Table 2 — Phosphate solubilization index, pH and in vitro compatibility between phosphate solubilizing bacterial isolates
from Eucalyptus sp. rhizosphere and fungal isolate H4 111 of Pisolithus sp.

Isolado indice" pH? Inibigdo® Pigmentagao®
7 dias 14 dias 21 dias 48h

Controle - - - 4,45 A - -
RE 1 1,82 B, a¥ 1,41 C, a 1,37 D, a 4,05 F +H+ ++
RE 3 0,00 C, a 0,00 D, a 0,00 E, a 4,34 C — —
RE 9 0,00 C, a 0,00 D, a 0,73 D, a 4,26 D - —
RE 10 1,57 B, a 1,64 C, a 1,89 C, a 4,32 C — —
RE 12 0,00 C, a 0,00 D, a 0,00 E, a 4,12 E — —
RE 13 1,29 B, a 1,00 C, a 0,00 E, a 4,04 F ++ ++
RE 30 0,60 C, b 2,11 B, a 2,04 C, a 4,39 B + ++
RE 34 1,30 B, b 2,78 B, a 1,53 D, b 4,38 B + -
RE 35 0,00 C, a 0,00 D, a 0,00 E, a 4,18 E ++ +
RE 37 0,00 C, a 0,49 D, a 0,75 D, a 4,52 A ++ -
RE 41 1,69 B, b 3,00 B, ab 4,15 B, a 4,31 C + -
RE 43 1,18 B, a 1,16 C, a 1,22 D, a 4,05 F ++ -
RE 44 1,31 B, a 1,06 C, a 1,19 D, a 4,03 F — —
RE 45 1,50 B, a 1,54 C, a 1,51 D, a 4,04 F + -
RE 46 1,53 B, a 1,19C, a 1,17 D, a 4,09 F ++ +
RE 47 1,00 B, a 1,18 C, a 1,18 D, a 4,08 F + -
RE 48 1,09 B, a 1,00 C, a 1,24 D, a 4,03 F + -
RE 49 0,63 C, a 1,52 C, a 1,91 C, a 4,31 C —
RE 50 1,86 B, a 1,43 C, a 1,00 D, a 4,04 F + -
RE 51 1,06 B, a 1,41 C, a 1,18 D, a 4,06 F + -
RE 52 0,40 C, b 1,46 C, ab 2,03C, a 4,33 C
RE 53 1,10 B, a 1,18 C, a 1,12 D, a 4,22 D - -
RE 54 1,31 B, a 1,00 C, a 1,00 D, a 4,09 F ++ ++
RE 56 9,57 A, b 10,25 A, a 11,00 A, a 3,72 G — —

1/indice = didmetro do halo/didmetro da colénia. As medidas foram tomadas de col6nias crescidas em meio glicose-extrato de levedura
a 28 °C.

2/Valores de pH medidos em meio glicose-extrato de levedura liquido inoculado com os isolados bacterianos e incubado a 28 °C.
3/Na linha, médias seguidas pela mesma letra minascula ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Na coluna,
médias seguidas pela mesma letra maiuscula ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

4/Inibigdo:

I— Colénias com crescimento normal; hifas crescem sobre a estria bacteriana (-).

II — Coldnias com densidade micelial normal; hifas aproximam-se da estria bacteriana, mas ndo ocorre contato (+).

IIT — Coldnias com densidade micelial normal; crescimento micelial claramente desfavorecido no lado da estria (++).

IV — Redugio drastica no didmetro e densidade de hifas da coldnia, as vezes com forte repulsd@o do micélio em relacgdo a estria bacteriana
(+++).

5/Pigmentacgdo:

I — Auséncia de pigmentacdo na coldnia fungica e no meio de cultura (-).

II — Presenga abundante de pigmentos na coldnia fliingica ou no meio de cultura (+).

IIT — Presenga abundante de pigmentos na colonia fungica e no meio de cultura (++).

com indices entre 2 e 3, como isolados de potencial 2,03, respectivamente, enquanto os isolados RE 41 e
médio, enquanto aqueles com indices maiores que 3, RE 56, como muito solubilizadores, apresentando indices
muito solubilizadores. Baseado nesse sistema, os isolados de 4,15 € 11,00, respectivamente.

RE 1,RE3,RE9,RE 10,RE 12, RE 13, RE 34, RE 35,

RE 37, RE 43, RE 44, RE 45, RE 46, RE 47, RE 48, RE Neste trabalho, observou-se que os isolados que
49, RE 50, RE 51, RE 53 e RE 54 foram considerados apresentaram maior indice de solubiliza¢ao foram também
pouco solubilizadores, demonstrando indices entre 0s que promoveram maior redu¢do do pH do meio de
zeroe 1,51. Osisolados RE 30 e RE 52 foram concebidos cultura. Além disso, os isolados com baixo potencial
como solubilizadores médios, com indices de 2,04 e de solubilizagdo promoveram menor redugio no pH.
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Figura 1 — Compatibilidade in vitro entre os isolados de bactérias solubilizadoras de fosfato da rizosfera de Eucalyptus sp.
e o fungo ectomicorrizico Pisolithus sp., cultivado em meio Merlin-Norkrans-Modificado a 28 °C por 18 dias.
(A) Controle; (B) Isolado RE 56 de Enterococcus avium, ndo inibitorio; (C) Inibi¢éo fraca pelo isolado RE 37
de Burkholderia cepacia; (D) Inibigao média pelo isolado RE 43 de Kluyvera ascorbata; (E) Inibigao forte pelo
isolado RE 54 de Klebsiella pneumoniae; e (F) Inibigao forte pelo isolado RE 1 de Enterobacter intermedius.

Figure 1 — In vitro compatibility between phosphate solubilizing bacterial isolates from Eucalyptus sp. rhizosphere and
the ectomycorrhizae fungus Pisolithus sp., in MNM medium at 28 °C for 18 days. (A) Control; (B) Isolate RE
56 of Enterococcus avium, not-inhibitory, (C) Weak inhibition by isolate RE 37 of Burkholderia cepacia, (D)
Intermediate inhibition by isolate RE 43 of Kluyvera ascorbata; (E) Strong inhibition by isolate RE 54 of Klebsiella
pneumoniae; and (F) Strong inhibition by isolate RE 1 of Enterobacter intermedius.

Apesar de ndo ser possivel determinar a correlagao
entre os dados, visto que foram obtidos em experimentos
diferentes, ¢ admissivel a hipotese de que o principal
mecanismo utilizado pela maioria dos isolados para
a solubilizacao de fosfato de célcio seja a acidificagdo
do meio. Mendes et al. (2013) verificaram que o principal
mecanismo utilizado por fungos para solubilizar fosfato

StIF

de calcio foi a acidificagcdo do meio, ao passo que a
liberagao de acidos organicos é mais importante para
a solubilizacdo de fosfatos de rocha. Resultado
semelhante foi constatado nos isolados de Penicillium
rugulosum, para os quais a solubiliza¢édo de fosfatos
naturais se deve, principalmente, a acdo de acidos
organicos (REYES etal., 2001).
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No caso dosisolados RE 30 e RE 41, que apresentaram,
respectivamente, valores de pH de 4,39 € 4,31 ao fim
de 48 h de crescimento ¢ indices de solubilizagdo de
2,04 e 4,15, respectivamente, outros mecanismos podem
estar envolvidos, como a liberag@o de acidos organicos.
Esses dados corroboram relatos prévios da literatura
que sugerem que a promogao da acidez do meio ndo
¢ o unico fator que atua na solubilizac¢do de fosfato
(SILVA FILHO et al., 2002). A atuagdo de agentes quelantes
capazes de reagir com os produtos da solubilizagdo,
evitando o retorno do f6sforo a formas insolaveis, pode
aumentar a capacidade de solubilizagao (KPOMBLEKOU-
A; TABATABALI 1994). A dinamica de solubilizacéo
e imobilizagao de fosforo pelas células pode ser outro
fator importante no deslocamento do equilibrio da reacdo
a favor da solubilizacao (SILVA FILHO etal., 2002). Dessa
forma, quando a assimilagao ¢ superior a solubilizagao,
os produtos da reagdo estio constantemente em baixas
concentragdes, o que faz que mais fosforo se torne soltivel.

Isolados de diferentes espécies apresentaram forte
inibi¢do ao crescimento do fungo ectomicorrizico Pisolithus
sp. isolado H4111, entre elas a espécie B. cepacea, sobre
a qual existem relatos sobre sua capacidade de produzir
substéncias antifingicas supressivas a varios patégenos
(VIAL etal., 2011). E possivel admitir-se que as diferentes
espécies de bactérias exibem varios mecanismos de inibi¢ao
do crescimento fungico, envolvendo substancias
diferentes. A producao quitinases por bactérias do solo
esta envolvida na inibi¢éo do crescimento de fungos.
Estirpes de Pseudomonas que produzem quantidades
apreciaveis de quitinases e celulases em meios de cultura
levam a inibi¢do do crescimento de Pythium
aphanidermatum e Rhizoctonia solani (SINDHU;
DADARWAL, 2001).

No entanto, a inibi¢@o do crescimento de fungos
por bactérias em laboratorio ¢ dependente do meio de
cultura, existindo pouca relagdo entre as observagdes
in vitro e o que de fato acontece na rizosfera (VASSILEV
etal., 2015). Dessa forma, estudos adicionais deverdo
ser realizados visando elucidar as interagdes entre as
espécies bacterianas isoladas neste trabalho e o isolado
fangico H4111, na rizosfera de Eucalyptus sp., em
condi¢des de casa de vegetagdo e campo.

5. CONCLUSOES

- Os melhores isolados foram RE 56, RE 41, RE
52 e RE30, que constituem material adequado para testes
de coinoculagdo com fungos ectomicorrizicos.
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- As bactérias rizosféricas isoladas apresentaram
diferentes graus de compatibilidade in vitro com o
fungo ectomicorrizico Pisolithus sp., levando a diferentes
padrdes de crescimento micelial. Esse dado sugere a
necessidade de selecionar as combinagdes mais
compativeis, visando a coinoculagéo de bactérias
solubilizadoras de fosfato com fungos ectomicorrizicos.
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