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Introdução 
 

A expansão das fronteiras agrícolas das regiões do Cerrado brasileiro tem sido 
relevante para garantir o desenvolvimento agrário do País, visto que, em 2008, um total de 12 
milhões de hectares deste bioma já era ocupado pela produção de milho, soja, arroz, feijão e 
café (IBGE, 2008). Entretanto, o avanço da agricultura nesta região é dificultado pelas 
características dos solos, que são compostos por cerca de 46% de latossolos, que apresentam 
alto grau de intemperismo e, portanto, baixos níveis de fertilidade natural, em particular de 
fósforo (P) (NOVAIS; SMYTH, 1999). 

Segundo Souza et al. (2004), dentre os macronutrientes requeridos pelas plantas, o 
fósforo é o que mais limita a produtividade agrícola nacional devido a sua baixa 
disponibilidade nos solos em condições naturais. Este elemento pode ser encontrado em duas 
formas no solo, fósforo inorgânico e fósforo orgânico, de acordo com o composto a que está 
ligado. O fósforo inorgânico é composto pelos minerais primários, P adsorvido e pequenas 
quantidades de P da solução do solo. O P adsorvido pode ser encontrado ligado a vários 
minerais do solo devido a sua elevada capacidade de formar complexos de alta energia de 
ligação. Nestes complexos, as formas de P no solo podem estar ligadas a óxidos de ferro (Fe), 
de alumínio (Al) e a silicatos de alumínio nos solos ácidos e ligadas a carbonato de cálcio nos 
solos alcalinos (NOVAIS; SMYTH, 1999). Alguns estudos têm demonstrado que, 
independente da cobertura vegetal, há um predomínio de fosfato de ferro nos solos brasileiros 
agricultáveis (BARROSO; NAHAS, 2005). Dessa forma, verifica-se que, apesar de grande 
parte desses solos apresentarem teores elevados de P total, a maior concentração deste 
nutriente é encontrada em formas pouco solúveis, sendo, portanto, indisponíveis para as 
plantas. 

Os microrganismos, assim como as plantas e os animais, estão envolvidos no ciclo do 
fósforo. Neste processo, ocorre a absorção do P pelas plantas, mineralização e solubilização 
de fosfatos mediada pela atividade microbiana, além da imobilização pela adsorção dos 
compostos de P pelas argilas, óxidos e hidróxidos do solo. 

Comunidades microbianas, que apresentam capacidade de solubilizar fontes de fósforo 
de baixa solubilidade, têm sido isoladas e avaliadas com o objetivo de melhorar a 
biodisponibilidade deste nutriente no sistema solo-planta. Entretanto, a maioria dos estudos 
sobre a utilização de microrganismos nestes processos tem contemplado fosfatos de cálcio, 
sendo escassos os que abordam a solubilização de fosfato de ferro que, por sua vez, constitui 
uma das formas predominantes e de menor solubilidade de P nos solos de Cerrado brasileiro 
(BARROSO; NAHAS, 2008). 

Portanto, uma maior compreensão da diversidade, eficiência e capacidade da 
comunidade microbiana do solo em solubilizar fosfato de ferro poderá favorecer a seleção e 
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identificação de estirpes potencialmente úteis para disponibilizar o P agregado a essa fonte de 
baixa solubilidade para o uso na agricultura, principalmente nos solos do Cerrado. 

Neste contexto, este trabalho objetiva selecionar, avaliar e caracterizar estirpes de 
microrganismos com potencial de solubilização de fosfato de ferro, visando uma possível 
utilização em programas de biofertilização de P para agricultura nos solos tropicais 
brasileiros. 

 
Material e Métodos 
 

As estirpes microbianas avaliadas quanto à capacidade de solubilização de fosfato de 
ferro foram retiradas da Coleção de Microrganismos Multifuncionais da Embrapa Milho e 
Sorgo. Estes acessos foram obtidos a partir de solo rizosférico de genótipos de milho 
contrastantes para eficiência no uso de P (OLIVEIRA et al., 2009). As culturas foram 
reativadas em placas de Petri contendo meio de cultura BDA: batata (200 g L-1), dextrose (20 
g L-1) e ágar (15 g L-1). Em seguida, avaliou-se o potencial de solubilização de 15 isolados, 12 
fungos e 3 bactérias, em meio de cultura líquido NIBRIP (NAUTIYAL, 1999) acrescido de 
2g L-1 de fosfato de ferro (FePO4 ). 

Alíquotas de 0,5 mL de suspensão bacteriana (108 células mL-1) e cinco discos de 
micélio de 8 mm dos fungos foram transferidas, individualmente, para erlenmeyer de 250 mL 
contendo 50 mL de meio de cultura líquido e 0,1g de fosfato de ferro como fonte de P. 
Estabeleceu-se como controles o meio de cultura e o meio de cultura mais o fosfato de ferro 
sem inóculo. Os tratamentos foram incubados a 28oC com agitação por 10 dias, sendo 
utilizadas três repetições para cada  tratamento.  

Após o período de incubação de 10 dias, as culturas foram centrifugadas (5.000g x 10 
min) e o sobrenadante filtrado em papel filtro Whatman no42. Para quantificar o P solúvel foi 
utilizado o método colorimétrico de Murphy e Riley (1962), subtraindo-se o P solúvel contido 
na amostra controle (meio de cultura com fosfato de ferro sem inoculação). Determinou-se 
também o pH no sobrenadante filtrado de  todas as amostras, incluindo os controles.    

Efetuou-se a caracterização molecular de todas as estirpes através da extração do DNA 
genômico dos isolados, seguido de amplificação por PCR. As bactérias foram caracterizadas 
com base na sequência de nucleotídeos da região 16S rDNA (DNA ribossômico) utilizando-se 
os primers F968 e R1401 (NUBEL et al., 1996) e os fungos baseados na região ITS 
(espaçador interno transcrito) do rDNA utilizando-se os primers universais ITS1 e ITS4 
(WHITE et al., 1990). 

Os produtos da amplificação foram removidos do gel, purificados usando o kit 
“QIAquick Gel Extraction” (Qiagen, Alemanha) e sequenciados utilizando a técnica do “Big 
Dye Terminator” (Applied Biosystems, Foster City, CA). As amostras foram analisadas no 
sequenciador automático ABI Prism 3100 (Applied Biosystems) e as sequências de 
nucleotídeos editadas e comparadas com sequências depositadas no banco de dados GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) usando o programa Blast N (ALTSCHUL et al., 1997).  
 Os ensaios foram analisados segundo o delineamento inteiramente casualizado com 
três repetições. Os dados foram submetidos à análise de variância e as médias comparadas 
pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade utilizando-se o programa Sisvar (FERREIRA, 
1998).   
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Resultados e Discussão 
 

Os resultados da eficiência da biossolubilização do fosfato de ferro (FePO4) em 
relação  ao  controle podem ser visualizados na  Figura 1.  De acordo com esses resultados,  

 
 

Figura 1. Avaliação da porcentagem de solubilização de FePO4 e pH final do meio de cultura 
de bactérias e fungos isolados de solo rizosférico de milho. 

 
observou-se variação significativa (p<0,05) no potencial de disponibilizar P entre as estirpes 
avaliadas. A maior solubilização de P foi observada entre os fungos, sendo os isolados F102 
identificados como Talaromyces rotundus, F14 (Penicillium pinophilum) e F105 (T. 

rotundus), os mais eficientes, liberando, respectivamente, 8,19; 6,43 e 5,97% do fósforo total, 
após 10 dias de crescimento.  

Este resultado pode ser atribuído à melhor adaptação dos isolados fúngicos ao meio de 
cultura, que apresentou caráter ácido após o período de incubação evidenciando uma maior 
habilidade desse grupo de microrganismos em produzir metabólitos acidificantes para 
solubilização do fosfato. Além disso, no tratamento controle, incubado por 10 dias sem 
inóculo, foi observado um pH próximo a 4, indicando que a adição de FePO4 acidificou o 
meio de cultura. Esses dados estão de acordo com Souchie et al. (2005), que observaram 
maior capacidade de solubilização de fosfato de Araxá e fosfato de alumínio dos isolados 
fúngicos comparados às bactérias avaliadas. Entretanto, há poucos estudos que abordaram a 
solubilização do FePO4 e os resultados não foram tão satisfatórios quando comparados com 
outros fosfatos. Por exemplo, a solubilização de hidroxiapatita por P. rugulosum foi mais 
eficiente do que a dos fosfatos de ferro ou de alumínio (REYES et al., 1999). 
 De acordo com os resultados da determinação do pH, observou-se diferença 
significativa (p<0,05) entre os isolados avaliados. De modo geral, os fungos apresentaram 
maior redução do pH no meio de cultura após o período de incubação, com alguns isolados 
fúngicos apresentando pH com valores próximos a 2,5. Esses dados demonstram uma relação 
inversa entre a solubilização de P e os valores de pH no meio de cultura para os fungos 
testados (R2 = - 0,50).  Segundo Barroso e Nahas (2008), a produção de ácidos foi o principal 
mecanismo de solubilização do FePO4 por Aspergillus niger, com base na correlação positiva 
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e significativa entre a produção de fosfato e a acidez. Ácidos orgânicos podem atuar na 
complexação do cátion do fosfato inorgânico, permitindo a liberação do fosfato solúvel no 
meio. Esse mecanismo tem sido amplamente utilizado por diversas espécies de fungos 
(VASSILEV et al., 2006).  
  

Segundo Stamford et al. (2002), os microrganismos podem também permitir uma 
maior disponibilidade de fosfato através da produção de ácido sulfúrico, podendo reduzir o 
pH do solo. Massenssini (2007) relata variação dos valores finais do pH no meio de cultura de 
3,7 a 3,9 entre os microrganismos avaliados na solubilização de fosfato de ferro, porém, 
segundo este autor,  esta redução não foi significativa quando foi comparada com as amostras 
controle. Neste trabalho, o fosfato de ferro foi a fonte de P menos solubilizada pela microbiota 
do solo comparado ao fosfato de cálcio e de alumínio, com valor médio de 141,22µg/L de P.  
 Os isolados foram identificados utilizando-se a sequência de nucleotídeos da 
subunidade 16S do DNA ribossomal (rDNA) para bactérias e a região ITS do rDNA para os 
fungos.  Os resultados da caracterização molecular dos isolados avaliados quanto à eficiência 
na solubilização de fosfato de ferro podem ser visualizados na Tabela 1.  
 
 
Tabela 1. Caracterização molecular dos isolados avaliados quanto à eficiência na 
solubilização de FePO4  
 
Isolado Espécie Acesso 

GenBank 
E-value Similaridade 

 
Táxon 

B5 Burkholderia cepacia EF602558 0.0 98% Bactéria 
B20 Uncultured Paenibacillus EU647536 1e-115 99% Bactéria 
B58 B. vietnamiensis FJ669165                0.0 98% Bactéria 
F50 Aspergillus terreus GU256759                 0.0 99% Fungo 
F102 Talaromyces rotundus EU497950 0.0 97% Fungo 
F105 T. rotundus AF285115 0.0 95% Fungo 
F40 A. terreus GU256759                 0.0 99% Fungo 
F79 A. terreus GU594778                 0.0 98% Fungo 
F80 T. rotundus EU497950 0.0 94% Fungo 
F93 A. terreus AB369899                 0.0 97% Fungo 
F94 T. rotundus AF285115 0.0 94% Fungo 
F87 Penicillium radicum EU262660                0,0 97% Fungo 
F14 P. pinophilum GU595046                 0.0 98% Fungo 
F39 A. terreus AJ001333 0.0 99% Fungo 
F95 P. citrinum GU256955                 

 
0.0 97% Fungo 

 
 

Dentro os fungos, os gêneros Aspergillus e Penicillium têm sido considerados os mais 
eficientes no processo de solubilização de P. Silva Filho et al (2002), por exemplo, numa 
avaliação de 56 isolados de microrganismos solubilizadores de fosfatos naturais, verificaram 
melhor desempenho de estirpes que pertenciam a esses gêneros. A análise da eficiência de 
solubilização do FePO4, pelo fungo Aspergillus niger em meio de cultura com variadas fontes 
de carbono, de nitrogênio e de  fosfato, demonstrou que a solubilização do FePO4, depende da 
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fase de crescimento do fungo e que concentrações acima de 330 µg mL-1 de (PO4)
-3

 

comprometem o potencial de solubilização deste isolado (BARROSO; NAHAS, 2008). 
 
 
Conclusões 
 
1. Os fungos apresentaram maior potencial de solubilização de FePO4 do que as bactérias. 
2. Os isolados fúngicos F102 e F105 identificados como Talaromyces rotundus e F14, 
identificado como Penicillium pinophilum, foram os mais eficientes na solubilização de 
FePO4, após 10 dias de crescimento.  
3. A adição de FePO4 ao meio de cultura e posterior incubação por 10 dias acidificaram o 
meio de cultura, dificultando o crescimento de bactérias. 
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