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RESUMO: Os microrganismos da rizosfera 
contribuem significativamente para a solubilização e 
mineralização de fósforo (P) nas formas inorgânicas 
e orgânicas no solo, respectivamente. Como a 
quantidade de P orgânico no solo agrícola é 
aumentada com o plantio direto, microrganismos 
eficientes na mineralização desta forma de P podem 
ser promissores como inoculantes para plantas. O 
objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial dos 
microrganismos da rizosfera e endofíticos de milho 
na solubilização e mineralização de P, além de 
selecionar estirpes produtoras de fitase e fitormônios 
(AIA) para uso como inoculantes de plantas. Nove 
rizobactérias e seis bactérias endofíticas de milho 
foram avaliadas quanto à solubilização de P em 
meio de cultura contendo fosfato de cálcio e fitato. O 
P solúvel produzido foi quantificado pelo método do 
molibdato de amônio modificado. A produção de AIA 
foi avaliada em meio de cultura líquido 
suplementado com triptofano. A estirpe B70, 
identificada como Bacillus sp., apresentou a maior 
solubilização de P em meio de cultura contendo 
fosfato de cálcio (167,8 mg P.mL

-1
) e a segunda 

maior produção de fitase intracelular (64mU.mL
-1

). A 
estirpe 1931 endofítica Pantoea sp. apresentou a 
maior produção de fitase intracelular (85 mU. mL

-1
), 

e AIA (140,31 μg.mL
-1

). Concluiu-se que as 
bactérias isoladas da rizosfera ou endofíticas de 
milho apresentam características de 
biossolubilização de P e de promoção do 
crescimento de plantas, sendo candidatas 
promissoras para futuros estudos de inoculação em 
plantas. 
 

Termos de indexação: microrganismos 
biossolubilizadores de fosfato, fitase, auxina (AIA), 
inoculantes.   

 

INTRODUÇÃO 
 

Em solos de Cerrado, a precipitação e a fixação 
de P são os principais responsáveis pela baixa 
eficiência dos fertilizantes fosfatados solúveis. Além 
do alto custo associado à aplicação de fertilizantes 

fosfatados, o seu uso indiscriminado pode causar 
impactos negativos a ecossistemas, como 
eutrofização e hipoxia em ambientes aquáticos 
(Vance et al., 2003). 

A procura por fontes alternativas à adubação 
solúvel tem direcionado as pesquisas por novas 
formas de aumento da aquisição de nutrientes, 
como o uso de microrganismos como agentes de 
promoção do crescimento e biossolubilização de 
nutrientes. Esses microrganismos são capazes de 
disponibilizar o fósforo complexado a Ca, Fe e Al no 
solo (Goldstein et al., 2003). Podem também 
desfosforilar o P de fontes orgânicas, pela liberação 
de enzimas fosfatases ou fitases, sendo, neste 
caso, denominados microrganismos mineralizadores 
de P (MMP) (Greiner, 2002).    

Como a quantidade de fósforo orgânico tem 
aumentado nos solos sob plantio direto (Novais et 
al., 2007) e adubados com fertilizantes orgânicos, 
microrganismos que sejam eficientes na 
mineralização de P são ainda mais promissores 
como inoculantes.  

Neste contexto, bactérias com ambas as 
atividades, produção de ácidos orgânicos para 
solubilizar P inorgânico e produtores de fitases, 
apresentam grande potencial de promoção de 
crescimento de plantas (Jorguera et al., 2008) 

O objetivo deste trabalho foi investigar o 
potencial de solubilização e mineralização de fosfato 
por microrganismos da rizosfera e endofíticos de 
milho, além de avaliar a produção de fitormônios e 
enzimas fitase a fim de selecionar novas estirpes 
para inoculantes.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 
 

As atividades foram realizadas utilizando as seis 

estirpes endofíticas e nove rizobactérias da Coleção 

de Microrganismos Multifuncionais da Embrapa 

Milho e Sorgo. A caracterização genética das 

estirpes foi realizada anteriormente por Abreu, 2014; 

Gomes et al., 2014.  

Análise do potencial das estirpes na 
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solubilização P.  
 

As quinzes estirpes foram avaliadas em meio 
líquido NBRIP (Nautiyal, 1999), contendo fosfato tri-
cálcio fitato, como fonte de P. Colônias puras de 
cada uma foram crescidas em meio de cultura 
líquido TSB (Trypticase Soy Broth), durante cinco 
dias, à temperatura de 30ºC. Alíquotas de 100 μL de 
cada suspensão de células padronizada foram 
transferidas para tubos de 50 mL contendo 15 mL 
de meio líquido NBRIP, com modificações na 
concentração de glicose para 40 g.L

-1
. Após 

períodos de incubação de 0, 3, 6 e 9 dias, 
determinaram-se os valores de pH e os teores de P 
liberado no sobrenadante. Para a determinação do 
fósforo solúvel, utilizou-se o método colorimétrico 
preconizado por Murphy e Riley (1962), modificado. 

 

Produção da enzima fitase intra e extracelular 
 

Os microrganismos foram cultivados em meio 
mínimo M9 (Sambrook, 1989) modificado, onde o 
fosfato inorgânico foi substituído por 1% (p / v) de 
fitato de sódio e o pH 7,0 e cultivados 
aerobicamente a 30° C. Após 72 horas de 
incubação, as células foram colhidas por 
centrifugação a 7, 000g e 4° C durante 15 min e 
ressuspensas em tampão de acetato de sódio 50 
mM, pH 5,0 contendo CaCl2 2 mM.  

Para determinação da fitase intracelular, as 
células dos microrganismos foram rompidas e os 
detritos celulares foram removidos por centrifugação 
a 10.000 g e 4 ° C durante 30 min. As medições da 
atividade de fitase foram realizadas a 37 ° C em pH 
5,0 e 7,5, com cerca de 50 ul de cada amostra. 
  Após um período de incubação de 30 minutos, o 
fosfato liberado foi quantificado por uma modificação 
do método de molibdato de amônio (Heinonen e 
Lahti, 1981). A atividade enzimática (U) foi expressa 
em nmol de fosfato liberado por minuto, a partir de 
uma curva de calibração com 5-600nmol de fosfato.   
 

Produção de ácido indol acético (AIA)  
 

Com a finalidade de avaliar a produção de AIA, 

auxina os microrganismos foram crescidos em meio 

de cultura TSB líquido, suplementado com 

diferentes concentrações de triptofano (0, 10, 20, 40, 

80 μg mL
-1

), conforme descrito por Patten & Glick 

(1996). 

O inóculo de cada bactéria foi padronizado pela 

leitura da densidade ótica = 1 a 540 nm e o ajuste 

da concentração de células em cada amostra foi 

realizado com a adição de solução salina. Após a 

inoculação, os microrganismos foram incubados a 

30°C, sob agitação e na ausência de luz, por 48h. 

Posteriormente, as células foram removidas por 

centrifugação (6000 RPM por 10 minutos) e a 

produção de AIA foi determinada colorimetricamente 

utilizando reagente de Salkowski (Tang & Bonner, 

1947) e curva padrão de ácido indol acético.  

 

Análise estatística 

 

Todos os ensaios foram realizados segundo o 

delineamento inteiramente casualizado com três 

repetições por amostra. A análise de variância foi 

realizada utilizando-se o programa Sisvar 5.3 

(Ferreira, 2010) e, quando ocorreram diferenças 

significativas pelo teste F (p≤ 0,05), as médias foram 

comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de 

probabilidade. As análises de correlação de Pearson 

foram realizadas utilizando o programa EXCEL a 5% 

de probabilidade. 

 
 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

As estirpes bacterianas testadas na produção de 
AIA, solubilização de fósforo e produção de fitase 
extra e intracelular podem ser visualizadas na 

Tabela 1. 
Dentre as nove rizobactérias e seis endofíticas 

avaliadas, a rizobactéria B70 (Bacillus subtilus) e a 
endobactéria 1932 (Pantoea sp.) apresentaram a 
maior solubilização de P em meio de cultura 
contendo fosfato de cálcio (167,8 mg P.mL

-1
 e 

138,21 mg P.mL
-1

, respectivamente) (Tabela 1).  
As estirpes B70 (B. subtilus), B32 e B116 ambas 

B. pumilus apresentaram os maiores valores de 
liberação de P orgânico (93,79 mg P.mL

-1,
 55,49 mg 

P.mL
-1

 e 52,69 mg P.mL
-1

, respectivamente) (Tabela 

1) 
A maior produção de fitase intracelular foi da 

estirpe 1931 (Pantoea sp.) liberando 85 mU. mL
-1

, 
seguida da cepa B70, que liberou 64 um. mL

-1
 desta 

enzima. Isso demonstra o potencial destas estirpes 
em mineralizar o fósforo proveniente do fitato. O 
fitato está presente no solo como a forma orgânica 
do fósforo mais abundante na matéria orgânica do 
solo e é degradado por enzimas 
fosfomonoesterases, denominadas como fitases 
(Greiner, 2002).  

Recentemente, pesquisas sobre o uso de 
microrganismos para aumentar a aquisição de P 
para as plantas eram dedicadas somente a 
microrganismos solubilizadores de fosfato 
inorgânico. No entanto, para utilizar o fósforo 
orgânico abundante nos solos e presente em sua 
maioria na forma de fitato (40%–50%), 
microrganismos que produzem fitases possuem um 
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importante papel na ciclagem do P no solo (Jorquera 
et al. 2008).  

Um total de 18,7 % das bactérias endofíticas 
foram positivas para a síntese de AIA via L- 
triptofano (Tabela 1). Destas, a estirpe endofítica 
1931 foi a que mais produziu o hormônio AIA 
(140,31 μg.mL-1), seguida da estirpe 1913 (108,12 
μg.mL

-1
) diferindo significativamente das demais. 

(Figura 1).  
Estes resultados de produção de AIA mostram o 

potencial desse endofítico 1931 e 1913, ambas 
Pantoea para a aplicação biotecnológica e ou uso 
como bioinoculantes na agricultura, por 
apresentarem mais de uma característica desejável 
para o incremento da produção vegetal. Além disso, 
produzir estes hormônios, ou seja, em ambiente 
protegido como o interior da planta, pode ser uma 
vantagem visto que estas substâncias podem ser 
exsudadas via raiz em condição de estresse mineral 
ou para aumentar seu potencial de nutrição e 
absorção de água. 
 

CONCLUSÕES 
 

Os microrganismos da rizosfera e endofíticos de 
milho possuem características promissoras de 
biossolubilização e promoção de crescimento de 
planta. Além disso, o gênero Bacillus foi identificado 
como candidato para estudos futuros de inoculação 
em plantas. 
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Tabela 1. Produção de fitase, fósforo liberado em meio de cultura contendo fosfato de cálcio (P-Ca) ou 
fitato de cálcio (P-fitato) como única fonte de P e produção de AIA, por microrganismos rizosféricos e 
endofíticos.  

 

 
 

 

 

 

 
Figura 1- Produção de ácido indol acético (AIA) por bactérias endofíticas de milho. Médias seguidas de 
mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). 


