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RESUMO: Com a finalidade de desenvolver uma
tecnologia segura e de baixo custo que possa
substituir e/ou complementar a adubagéo fosfatada,
diversos grupos tém proposto a utilizacdo da
adubacao de areas de plantio com fontes de fosfato

insoltuvel (Ex.: rochas naturais) em associagdo com
microrganismos solubilizadores de fosfato. O
objetivo deste trabalho foi selecionar

microrganismos eficientes na solubilizacdo e
mineralizagcdo do fésforo (P), provenientes de areas
de minas de fosfato no estado de Minas Gerais.
Foram coletadas amostras de solos e realizado o
isolamento de microrganismos, utilizando-se meios
de cultura contendo Fitato de sédio, como fonte
organica de P, e fosfato tri-calcio, como fonte
inorganica. Para a contagem dos microrganismos,
0,1 mI de diluicbes seriadas obtidas a partir do solo
(10*-10°) foi plaqueado em meios de cultura
contendo fontes insoliveis de P, conforme citado
anteriormente. ApGs o periodo de incubacdo, o
namero de colbnias formadoras de halo de
solubiliza¢é@o foi determinado. A partir das amostras
analisadas, foi obtido e incorporado a colecdo de
microrganismos da Embrapa Milho e Sorgo um total
de 150 isolados bacterianos capazes de mineralizar
P. A liberacdo de fosforo em meio liquido mostrou-
se associada a redugdo do pH do meio de cultura
(p<0,05). A partir destas analises, foi possivel
selecionar dois isolados mais eficientes na
mineralizacdo de P, B4 e B5. No entanto, testes de
solubilizacdo em meio contendo P inorganico sdo
necessarios para avaliar outras caracteristicas
destas estirpes e permitindo assim a conclusao
deste “screening”.

Termos de indexacgdo: mineralizacdo de fosfato,
microrganismos e fitato.
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INTRODUCAO
Apesar de ser destaque na economia nacional, o
agronegocio brasileiro ainda apresenta alta

dependéncia do mercado externo quanto ao
suprimento dos fertilizantes. Atualmente, cerca de
50% dos fertilizantes fosfatados utilizados no Brasil
sdo importados, 0 que compromete a
sustentabilidade da agricultura e a competitividade
do agronegdcio brasileiro no mercado mundial
(MDIC, 2009), principalmente para graos.

Os fertilizantes fosfatados tém como fonte
principal de P as rochas fosfaticas, que representam
um recurso natural ndo renovavel. Em alguns casos,
a solucdo encontrada para manter uma boa
produtividade tem sido a adicdo de fosforo (P) no
solo na forma de fertilizante fosfatado soltvel, o que
acarreta na formacédo de complexos insolUveis com
os constituintes do solo, deixando apenas uma parte
do nutriente disponivel para o uso das plantas. Com
isso, ha a necessidade de frequentes aplicacbes
destes fertilizantes (Novais & Smyth, 1999), que
apresentam custos elevados e podem causar danos
ambientais (Simpson et al., 1997).

Alternativas tém sido buscadas para substituicdo
parcial dos adubos sollveis e ou diminuicdo dos
custos. Uma delas é o uso de microrganismos
capazes de solubilizar o P agregado aos fosfatos
naturais, ao solo e aos restos vegetais para
aumentar a disponibilidade deste elemento
(Stamford et al.,, 2004) para as plantas. Essa
liberagdo de fdésforo se da através solubilizagao de
fosfatos inorgénicos, associados aos ions Ca, Mg,
Fe e Al por meio da producéo de acidos organicos
(Kpomblekou & Tabatabai, 1994) e também pela
mineralizacdo de fosfatos organicos como o fitato,
através da producdo de enzimas fosfatases, como
as fitases (Ghorbani-Nasrabadi et al., 2012).

Os microrganismos solubilizadores de fésforo
(MSP) sdo comuns no solo, compreendendo
bactérias (1 a 50% da populacdo total de MSP) e
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fungos (0,5 a 1,0% da populagédo total de MSP)
(Kucey, 1983). A relacdo entre os MSP e as plantas
€ mutualistica, na qual o fosfato disponibilizado
pelos microrganismos pode ser absorvido pelas
plantas e os compostos carbdnicos fornecidos pelas
plantas podem ser metabolizados  pelos
microrganismos da rizosfera (Pérez, et al., 2007).

Diversas espécies de microrganismos tém sido
avaliadas a partir do potencial de solubilizacdo de
fontes insoliveis de fésforo, como as rochas
fosfaticas e as fontes organicas de P. Neste sentido,
este trabalho teve como objetivo isolar
microrganismos  potencialmente  eficientes na
solubilizacdo e mineralizacdo de P de locais
proximos a areas de mineragéo no estado de Minas
Gerais.

MATERIAL E METODOS

Foi efetuado isolamento de microrganismos
solubilizadores e mineralizadores de fosfato a partir
de amostras de solos coletadas nas margens de
estradas proximas a uma &rea de mineragdo no
municipio de Vertentes, no estado de Minas Gerais.

Isolamento de microrganismos solubilizadores e
mineralizadores de P

Amostras de 1g de solo foram suspensas em
9 ml de solucéo salina (NaCl, 0,85% p/v) e agitadas
durante 40 minutos, em temperatura ambiente, em
agitador de mesa rotatério. Em seguida, a
suspensdao foi mantida em repouso por 10 minutos.
Para a contagem dos microrganismos foram
realizadas diluicdes seriadas decimais de 10" a 107,
em duplicata. Em seguida, aliquotas de 0,1 ml de
cada diluicBo foram transferidas para placas
contendo o meio de cultura sélido Fitato (Richardson
et al., 2001) e NIBRIP (Nautiyal, 1999), para
observacdo da formacdo do halo transparente em
torno das colbnias, indicativo de
solubilizac@o/mineralizacdo (Figura 1). Depois de
verificada a formacdo de halo, as coldnias distintas
foram estriadas e purificadas, com o objetivo de
formar colbnias isoladas para estoque em dleo
mineral. ApOs a caracterizacdo fenotipica, as
colénias formadoras de halo, foram transferidas
novamente para 0 meio de origem, para que o halo
pudesse ser medido. Para obter uma colénia com o
formato circular, uma suspensao de células foi
plagueada em forma de gota (0,02 ml/regido). Cerca
de 20 dias apés o plaqueamento, foi realizada a
medicdo do halo. O critério utilizado para obtencao
do didmetro do halo foi o seguinte: didmetro total
(colbnia + halo) — diametro da colbnia.
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Figura 1- Aspecto de formac&do de halo por microrganismos
solubilizadores e miralizadores de P.

Analise do potencial das
mineralizacéo de P

Para a realizacdo desta etapa, dos 150 isolados,
foram selecionadas oito (bactérias) com maior
tamanho de halo. A capacidade de solubilizacdo de
fésforo orgénico destas estirpes foi avaliada
guantitativamente. Para a andlise quantitativa de
mineralizacdo de P, suspensbes bacterianas,
contendo 10° células mL™ foram inoculadas em
meios de cultura contendo exclusivamente fontes
organicas de fosforo (Richardson et al., 2001) e
incubadas a 27°C, sob agitacédo, durante um total de
9 dias. O conteuado de fésforo soluvel (Murphy &
Riley, 1962) e o pH do meio de cultura foram
determinados a cada intervalo de trés dias.

Anédlise estatistica

Todos o0s experimentos foram realizados em
triplicata e os dados foram submetidos a analise de
variancia e as médias foram comparadas utilizando-
se o teste de Scott-Knott (p<0,05), programa
SISVAR (Ferreira, 2010). Foi utilizada a correlacio
de Pearson (p<0,05) para comparagdo dos
parametros analisados.

estirpes na

RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamento
A partir das amostras analisadas, foram obtidos
150 morfotipos diferentes, com base na

caracterizacdo fenotipica e formacédo de halo ou nao
(Figura 1). Isso indica que no respectivo substrato,
proveniente de &reas de afloramento de rochas
fosfaticas, encontra-se uma grande diversidade de
microrganismos capazes de solubilizar e/ou
mineralizar o fosforo.

Formacao de halo de solubilizac&o

O diametro do halo variou significativamente entre
os isolados avaliados (Tabela 1), evidenciando
variabilidade genética entre as bactérias. O meio de
cultura utilizado contém fonte insolGvel de fésforo,



na forma de fitato de soédio ou fosfato tri-célcio, que
quando na presenca de cloreto de célcio e
substancias liberadas pelos microrganismos, como
acidos organicos e enzimas, sofre processo de
mineralizagdo ou solubilizacdo, respectivamente.
Este processo é evidenciado através da formacéo
de um halo translicido em torno das colbnias de
microrganismos que apresentam este potencial
(Nautiyal, 1999; Souchie et al., 2005).

Os isolados, B4 e B5, apresentaram 0 maior
tamanho de halo, indicando maior potencial de
solubilizacdo. Segundo alguns autores, o potencial
de solubilizacdo de fosfato € proporcional ao
tamanho do halo e a relacdo com o tamanho da
colénia (Whitelaw et al., 2000). Entretanto, neste
estudo, ndo foram encontradas correlacdes
significativas entre o tamanho do halo e a liberagdo
do fésforo em meio liquido (Tabela 1).

Tabela 1 — Fésforo liberado em meio contendo fitato de sodio,
pH e diametro do halo de solubilizagéo de bactérias provenientes
de areas de mineracéo

Tratamentos pH P mineralizado Diémetro halo
(isolados) * (final) * (mg -1 (cm)*
Sem bactéria 6,66 a - -
B1 463b 12,71 a 0,15 b
B2 463 b 10,22 b 021b
B3 543 ¢ 989 b 031¢c
B4 539¢c 12,85 a 045a
B5 492b 8,68 b 0,50 a
B6 497b 11,15 b 021b
B7 422d 12,67 a 017 b
| B8 557c 11,07 b 021b
Correlacdo (pHxP) r=072" (Px halo) r=0292s="
* Médias seguidas de mesma letra néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, p < 0.05.

2 Correlagéo de Pearson entre os parametros de pH, P mineralizado e diametro do halo, p <0,05.
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Figura 2. Valores de pH dos isolados de bactérias (B1 a B8),
crescidos em meio liquido contendo fitato de sédio, durante 9
dias de incubag&o. Barras indicam o erro padréo da média de 3
repeticoes.
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Figura 3. Taxa de liberagao de fésforo em meio liquido contendo
fitato de sodio, por 8 isolados de bactérias (B1 a B8), durante 9
dias de incubacdo. Barras indicam o erro padrdo da média de
trés repeticoes.

Potencial de mineralizagcéo de P

O pH final diferiu significativamente entre os
isolados (Tabela 1). Ocorreu diminuigcdo do pH para
todas as estipes avaliadas, durante os 9 dias de
incubacgéo (Figura 2). Foi observada uma correlagéo
negativa entre estes valores e a taxa de fdosforo
mineralizado para cada bactéria (Figura 3),
indicando a relacédo entre a liberagédo de fésforo na
presenca de fosfato organico e a acidificagdo do
sobrenadante de cultura.

A mineralizagdo do IP (inositol fosfato = fitato de
célcio) no ambiente terrestre é atribuida a grupos
especiais de fosfatases, as fitases (myo-inositol
hexafofato fosfohidrolases). Estas enzimas, que
pertencem & familia das fosfatases acidas
compartiiham uma sequéncia aminoacidica padrao
e sdo capazes de catalisar a hidrélise de ligacdes
fosfomonoester do fitato, criando formas menos
complexas de myo-inositol fosfato e fosfato
inorganico (Wodzinski & Ullah, 1996).

A eficiéncia das estirpes testadas em mineralizar
P indica a producdo de enzimas do grupo
fosfatases, no entanto, estudos posteriores serdo
realizados para a determinacdo da atividade de
enzimas do grupo fosfatases para estas condi¢des
de cultivo.

Ocorreu também variacdo significativa entre os
valores de P total mineralizado entre as bactérias
avaliadas (Tabela 1). Os diferentes valores de pH e
de liberac&o de P encontrados nas estirpes testadas
indicam a existéncia de variabilidade genética entre
elas.

Neste estudo, o maior valor de fosforo total
liberado foi de 12,84 mg L-1 (Tabela 1), pelo isolado
B4, que apresentou também maior tamanho de halo.
Indicando que esta estirpe é promissora para testes
de uso como inoculante em culturas de graos.
Apesar de ndo apresentarem diferenca significativa
entre 0s isolados, os valores de taxa de
solubilizacdo chegaram a superar 30 mg L™, valor



médio encontrado por Oliveira e colaboradores em
trabalhos anteriores (Figura 3). Sugerindo que todas
as estirpes testadas s8o promissoras para estudos
envolvendo a producéo de inoculantes.

CONCLUSAO

Os isolados testados apresentaram variacao
significativa entre si, para os valores de pH, fosforo
liberado e tamanho de halo.

Foi possivel avaliar os isolados e selecionar, com
base na formacédo de halo e potencial de liberacédo
de P em meio liquido, duas bactérias, B4 e B5. No
entanto, outros testes, de solubilizacdo em meio
contendo P inorgénico, sdo necesséarios para a
conclusao deste “screening”.
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