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ABSTRACT - (In vitro solubilization of phosphates by Aspergillus brasiliensis Varga, Frisvad & Samson in the presence of
carbon sources). Phosphate-solubilizing fungi play an important role in the availability of phosphorus for plants, as they are
capable of reverting insoluble phosphates into soluble forms. However, the solubilization of phosphates may be influenced
by the growth of the fungus, which depends on the availability of carbon. The aim of this study was to evaluate the capacity
and potential in vitro solubilization of phosphate sources by Aspergillus brasiliensis in the presence of conventional (starch,
glucose, and sucrose) and alternative (co-products of winemaking) carbon sources, in the region of Vale do Sdo Francisco,
Petrolina, Pernambuco State, Brazil. All carbon sources were assimilated by the specimens, although providing different
responses. The co-products of winemaking stimulated fungal growth, providing greater solubilization of phosphates. It is
concluded that the co-products of winemaking can be used in agriculture as a viable alternative and a less costly way to
produce inoculum of solubilizing fungi and stimulate the growth of indigenous fungi in order to optimize the availability
of non-renewable sources.

Keywords: filamentous fungi, grape bagasse, phosphorus

RESUMO - (Solubilizacao de fosfatos in vitro por Aspergillus brasiliensis Varga, Frisvad & Samson na presenca de fontes
de carbono). Os fungos solubilizadores de fosfatos desempenham importante papel na disponibiliza¢ao de fosforo para
as plantas, pois apresentam capacidade de reverter fosfatos insoliveis em formas soluveis. No entanto, a solubilizacao de
fosfatos pode ser influenciada pelo crescimento do fungo, que depende da disponibilidade da fonte de carbono. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a capacidade e o potencial de solubiliza¢@o de fontes de fosfato in vitro por Aspergillus brasiliensis
na presenca de fontes de carbono convencionais (amido, glicose e sacarose) e alternativas (coprodutos da vinificacdo), na
regido do Vale do Sdo Francisco, Petrolina, PE, Brasil. Todas as fontes de carbono foram assimiladas pelos espécimes,
proporcionando diferentes respostas. Os coprodutos da vinificagdo estimularam mais o crescimento flingico, proporcionando
maior solubilizagdo dos fosfatos. Conclui-se que os coprodutos da vinificagdo podem ser utilizados na agricultura como
alternativa viavel e de menor custo para produzir inéculo de fungos solubilizadores e estimular o crescimento de fungos
autdctones, visando a otimizacdo na disponibilizacdo de fontes ndo renovaveis.
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Introducio

O fosforo (P) é um nutriente essencial as
plantas, mas, em geral, encontra-se em baixa
disponibilidade no solo, sendo necessarias altas
dosagens de adubos fosfatados para a obtengao de alta
produtividade (Barroso & Nahas 2008). As adubagdes
sdo realizadas principalmente com fosfatos soliveis
em agua, atingindo dosagens de P muito superiores

as necessidades das culturas vegetais, pois a maior
parte do P adicionado torna-se indisponivel as plantas
(Wakelin et al. 2004).

Por outro lado, fungos solubilizadores de
fosfatos (FSP) desempenham importante papel no
suprimento de P para as plantas, pois apresentam
capacidade de reverter fosfatos insoltiveis em formas
soluveis (Xin et al. 2002, Son et al. 2006) através de

estratégias bioquimicas, como a producao de acidos
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orgénicos, que propiciam uma dissolugdo direta
de fosfatos insoluveis ou a quelagdo de cations da
molécula (Vassilev et al. 2006). Estes fungos tém
sido associados a produgdo de acidos organicos e,
em particular, espécies de Aspergillus e Penicillium
mostram habilidade para solubilizar diferentes fontes
de fosfato (Bizukojc & Ledakowicz 2004, Vassilev
et al. 2006, Chuang et al. 2007). Devido ao fato
dessas espécies estarem bem distribuidas na maioria
dos solos, a solubilizagdo de P por meio dos fungos
pode constituir em alternativa para reduzir os custos de
produgdo e estabelecer a sustentabilidade do sistema
agricola.

Alguns pesquisadores (Ahuja et al. 2007,
Scervino et al. 2011) tém estudado o efeito de fontes
de carbono (C) na solubilizacao de P, uma vez que
a producao de acidos orgénicos estd associada ao
crescimento dos fungos, o qual por sua vez esta sujeito
adisponibilidade de C (Papagianni et al. 2005). Deste
modo, o crescimento dos FSP pode ser incrementado
pela incorporagao de fontes de C, visando a produgao
de bioinoculantes em larga escala e com baixo custo.
Os trabalhos indicam que os FSP representam
uma opc¢ao eficiente para maximizar a utilizagdo
de fontes naturais ndo renovaveis. Desta forma, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade e o
potencial de solubilizagdo de fontes de fosfato in
vitro por espécimes de Aspergillus brasiliensis Varga,
Frisvad & Samson na presenga de fontes de carbono
convencionais ¢ alternativas.

Material e métodos

Cinco espécimes de fungos solubilizadores de
fosfatos (FSP), Aspergillus brasiliensis Varga, Frisvad
& Samson, foram isolados de solos rizosféricos de
manigoba (Manihot glaziovii Muell. Arg.), na regido
do Vale do Sao Francisco, Petrolina, PE, Brasil
(08°59'49"S e 40°16'19"W), utilizando a técnica de
suspensao em série (1:1.000 v/v) do solo.

Estes FSP foram cultivados em erlenmeyers
contendo 50 ml de meio de cultura GL (Sylvester-
Bradley et al. 1982) liquido suplementado com
25 mg P,0, 100 ml"' de fonte de fosfato (17% PO, -
RP17; 18% P,O,- RP18; 48% P,0O, - RP48) e pH do
meio ajustado para 6,5. Um mililitro de suspensdo
de esporos de cada espécime de FSP, representando
ca. 107 esporos ml, foi adicionado como indculo.
Os erlenmeyers foram agitados a 160 rpm a 32 °C
por um periodo de sete dias. Para avaliar o efeito das
fontes de carbono na melhoria da solubilizagdo de

fosfato, a glicose do meio GL foi substituida por uma
das seguintes fontes: amido, sacarose, bagago de uva
derivado da producdo de vinho ou da produgdo de
suco. Erlenmeyers com o mesmo meio de cultura, sem
inoculacdo, correspondendo ao tratamento controle,
foram mantidos.

As avaliagoes do fosforo soluvel na solugao foram
feitas apos sete dias de inoculagdo, retirando-se 5 ml
da cultura de cada erlenmeyer. As culturas foram
centrifugadas a 10.000 x g por cinco minutos € o
sobrenadante foi filtrado (Whatman N° 40). O fosforo
soluvel na solucdo (filtrado) foi determinado por
espectrofotometria (660 nm), segundo procedimento
descrito por Tedesco ef al. (1995). O pH do
sobrenadante foi determinado por potencidmetro e
o micélio de cada tratamento foi lavado com agua
destilada e seco a 70 °C por trés dias ou até peso
constante para estimativa da biomassa seca.

Para cada fonte de fosfato foi realizado
um experimento em delineamento inteiramente
casualizado em arranjo fatorial de seis tratamentos de
inoculagdo (cinco espécimes e um controle) x cinco
fontes de carbono (amido, glicose, sacarose, bagacgo
de uva derivado da producio de suco e da producéo de
vinho), em cinco repeti¢des. As variaveis analisadas
foram P soluvel, pH e biomassa seca.

Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey
a 1% de probabilidade utilizando-se o programa
Statistica 5.0 (Statsoft 1997).

Os dados de P soluvel foram utilizados no calculo
de incremento (Weber et al. 2004) proporcionado pelo
FSP, utilizando a formula 100[(X-Y)/Y], em que X
representa o tratamento inoculado com FSP e Y, o
tratamento controle.

Resultados e Discussao

A maioria dos tratamentos com fungos
solubilizadores de fosfatos (FSP) apresentou potencial
de solubilizacdo das fontes de fosfato, reducao do pH
do meio de cultura liquido e aumento da biomassa seca
dos fungos (tabelas 1, 2 e 3). Contudo, a solubilizacdo
de fosfatos tem sido atribuida a inimeros mecanismos,
muitas vezes interdependentes, como o crescimento
do fungo e a diminui¢ao do pH (Ahuja et al. 2007).

Constatou-se que a solubilizagao das fontes de
fosfato pelos FSP variou entre as fontes de carbono
utilizadas. Os tratamentos com FSP na presenca
de fosfato RP48 e bagaco de uva derivado da
producao de suco, de fosfato RP18 e bagaco de uva
derivado da producdo de vinho, e de fosfato RP17
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e glicose, destacaram-se por apresentarem maiores
valores de P soltivel no meio de cultura liquido e,
consequentemente, maior incremento (tabelas 1, 2
e 3). Registros na literatura relatam aumento (67%,
44% e 79%) de fosfato solavel a partir da inoculagdo
com Aspergillus niger Tiegh. (= A. brasiliensis) e
Aspergillus sp., respectivamente, em meio de cultura
liquido contendo glicose (Saber ef al. 2009, Coutinho
et al. 2012, Zeroual et al. 2012).

Ahuja et al. (2007), no entanto, ao avaliarem a
capacidade de Paecilomyces marquandii (Massee) S.
Hughes na presenca de amido quanto a solubilizagdo
da fonte de fosfato constataram incremento de 195%;
Scervino et al. (2011) observaram que a solubilizacao
do fosfato por Penicillium purpurogenum Stoll foi
otimizada com adi¢do de glicose como fonte de
carbono.
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Diferencas na capacidade e no potencial de
solubilizagdo, contudo, podem ser atribuidas a
eficiéncia dos espécimes de FSP. Alteracdes nas
condi¢des do meio, entretanto, como a mudanca de
fontes de carbono, podem modificar a eficiéncia do
processo de solubilizacao de fosfatos.

Houve alta produgao de biomassa seca dos fungos
na presenca de todas as fontes de fosfato e de carbono.
As maiores produgdes de biomassa fingica foram
registradas na presenga de bagaco de uva derivado da
produgao de suco e da producgdo de vinho (tabelas 1, 2
e 3), podendo estar associadas a maior solubilizacao
de fosfato. Esses resultados demonstram que fontes
de carbono provindas de coprodutos da vinificacdo
mostram-se eficientes para o crescimento de FSP.

Diferencas comportamentais dos FSP quanto
as fontes de carbono também té€m sido relatadas na

Tabela 1. Valores médios de P soluvel, pH e biomassa seca (BS) em meio de cultura GL liquido suplementado com fonte de
fosfato (48% P,0,), fontes de carbono (amido, glicose, sacarose, bagago de uva derivado da produgdo de vinho ou da produgdo
de suco) e inoculado com espécimes de fungos solubilizadores de fosfato (FSP), sete dias apos inoculagdo, Aspergillus
brasiliensis Varga, Frisvad & Samson, na regido do Vale do Sao Francisco, Petrolina, PE, Brasil. Médias (n = 5) seguidas
da mesma letra, minuscula na coluna e maitiscula na linha, nao diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,01).
I: incremento {100[(X-Y)/Y]}, X: tratamento inoculado com FSP e Y: tratamento controle; GLI: glicose; SCS: sacarose;
BUS: bagaco de uva derivado da produgdo de suco; BUV: bagago de uva derivado da produgao de vinho; AMD: amido.

Table 1. Average values of soluble P, pH, and dry biomass (BS) in liquid GL culture medium supplemented with phosphate
source (48% P,0,), carbon sources (starch, glucose, sucrose, grape bagasse derived from wine or juice production) and
inoculated with specimens of phosphate-solubilizing fungi (FSP), seven days after inoculation, in the region of Vale do Sao
Francisco, Petrolina, Pernambuco State, Brazil. Means (n = 5) followed by the same letter, lower case in the column and
capital letters in the line, did not differ significantly by Tukey test (p < 0.01). I: increment {100[(X-Y)/Y]}, X: treatment
inoculated with FSP and Y: control treatment; GLI: glucose; SCS: sucrose; BUS: grape bagasse derived from juice production;
BUV: grape bagasse derived from wine production; AMD: starch.

P solavel (ug ml™)

Espécimes

GLI 1% SCS 1% BUS 1% BUV 1% AMD 1%
FSP81 474bA 262 661aA 383 606bcA 730 637aA 810 616abcA 670
FSP88 589abB 350  652aABC 376  748abAB 925 599aBC 756 765aA 856
FSP101 619abC 373 636aBC 364 791aA 984 636aBC 809  763abAB 854
FSP105 723aAB 452 746aA 445 685§2CA_ 839 585aC 736 605¢cBC 656
FSP109 721aA 451 629aA 359 576cA 689 569aA 713 609bcA 661
Controle 131cA - 137bA - 073dA - 070bA - 080dA -

L. pH BS (g 50 ml)
Espécimes
GLI SCS BUS BUV AMD GLI SCS BUS BUV AMD

FSP81 3,76bA  4,59abA  4,97bA  541bA  4,89bA 0,162aB 0,199aA 0,201aA 0,191bcA 0,126bB
FSP88 3,70bB  3,00cC  3,84cB 5,80abA 3,88cB 0,159aB 0,198aA 0,218aA 0,170cB 0,282aA
FSP101 4,47abB 4,04abcB 5,97aA  6,52aA  6,13aA 0,151aB 0,155bB 0,258aA 0,448aA 0,329aA
FSP105 3,24bC  3,66bcC 5,27bB  6,04abA  5,11bB  0,145aB  0,117bB 0,195abA 0,251bA  0,298aA
FSP109 3,49bC  3,40bcC  5,09bB  6,48aA 4,65bcB 0,159aA 0,136bA 0,151bA 0,177cA 0,148bA
Controle 5,33aA  5,51aA  6,28aA  6,22aA  6,39aA  0,000bA 0,000cA 0,000cA 0,000dA 0,000cA




280 Hoehnea 41(2): 277-282, 2014

literatura. Silva Filho et al. (2002) registraram para
Aspergillus sp., maior biomassa seca e P soliivel em
meio contendo glicose. Por outro lado, Barroso &
Nahas (2008) relataram que a taxa de biomassa e
fosfato solubilizado por 4. niger foi maior em meio
de cultura com manitol.

A reducdo do pH do meio contendo as fontes
de fosfato e de carbono foi observada (tabela 1, 2
e 3). Contudo, o mecanismo de solubilizagdao de P
foi relacionado na literatura a produgdo de acidos
organicos, a qual pode ser atribuida a absorc¢ado
de carboidrato durante o crescimento fungico, e a
consequente diminui¢do do pH (Vassilev et al. 2006,
Chuang ef al. 2007). No entanto, as fontes de fosfato
associadas as fontes de carbono de coprodutos da
vinificagdo nao apresentaram reducao significativa do
pH na maioria das vezes, embora tenham apresentado

alta solubilizacdo e maior produgdo de biomassa
seca. Assim, podemos indicar que o aumento da
biomassa pode elevar o potencial de solubilizacao
e que, além disso, a producdo de acidos organicos
pode ter sobrepujado esta condi¢do, corroborando o
relato de Barroso & Nahas (2008), que afirmaram que
efetivamente pode ser observada relagao significativa
entre a solubilizagdo e a producdo de acidos, mas ndo
com a diminui¢ao do pH.

Com base nos presentes resultados, pode-se
sugerir que o aumento na quantidade de fosfato
solubilizado em meio contendo bagaco de uva
derivado da produg@o de suco ou da produgdo de vinho
pode ocorrer em razao da alta produgdo de micélio
(biomassa), o que acarreta, por conseguinte, maior
producdo de acidos organicos pelos fungos durante
seu crescimento.

Tabela 2. Valores médios de P solavel, pH e biomassa seca (BS) em meio de cultura GL liquido suplementado com fonte de
fosfato (18% P,0,), fontes de carbono (amido, glicose, sacarose, bagago de uva derivado da produgio de vinho ou da produgdo
de suco) e inoculado com espécimes de fungos solubilizadores de fosfato (FSP), sete dias apds inoculacdo, Aspergillus
brasiliensis Varga, Frisvad & Samson, na regido do Vale do Sao Francisco, Petrolina, PE, Brasil. Médias (n = 5) seguidas
da mesma letra, minascula na coluna e maitscula na linha, nao diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,01).
I: incremento {100[(X-Y)/Y]}, X: tratamento inoculado com FSP e Y: tratamento controle; GLI: glicose; SCS: sacarose;
BUS: bagaco de uva derivado da produgao de suco; BUV: bagacgo de uva derivado da producdo de vinho; AMD: amido.

Table 2. Average values of soluble P, pH, and dry biomass (BS) in liquid GL culture medium supplemented with phosphate
source (18% P,O,), carbon sources (starch, glucose, sucrose, grape bagasse derived from wine or juice production) and
inoculated with specimens of phosphate-solubilizing fungi (FSP), seven days after inoculation, in the region of Vale do Sao
Francisco, Petrolina, Pernambuco State, Brazil. Means (n = 5) followed by the same letter, lower case in the column and
capital letters in the line, did not differ significantly by Tukey test (p < 0.01). I: increment {100[(X-Y)/Y]}, X: treatment
inoculated with FSP and Y: control treatment; GLI: glucose; SCS: sucrose; BUS: grape bagasse derived from juice production;
BUV: grape bagasse derived from wine production; AMD: starch.

P solavel (pg ml)

Espécimes

GLI 1% SCS 1% BUS 1% BUV 1% AMD 1%
FSP81 376bA - 419bA 19 349cA - 300aA 29 408bA -
FSP88 406bA 02 397bA 13 S06bA 07 350aA 51 548aA 21
FSP101 355bA - 391bA 11 499bA 05 340aA 47 515aA 13
FSP105 457aA 15 472aA 34 580aA 23 312aA 34 377bA -
FSP109 387bA - 325bA - 417bA - 345aA 49 386bA -
Controle 398bA - 351bA - 473bA - 232bA - 454bA -

. pH BS (g 50 ml")
Espécimes
GLI SCS BUS BUV AMD GLI SCS BUS BUV AMD

FSP81 3,53aAB 3,64abAB 3,14cAB 4,83aA  2,6cB 1,053aA  1,089aA 1,185abA 1,092abA 0,935abA
FSP88 2,82aB 2,51bB  2,81cB  3,96aA 2,77bcB 0,674abAB 0,843aAB 1,194aA 1,006abAB 0,398bcB
FSP101 3,06aB  3,08bB 3,86bB  5,30aA 3,91aB  0,339abB 0,456abB 1,279aA 1,407aA  0,369cB
FSP105 3,52aB 2,92bB  3,81bB  5,18aA 3,12abcB  0,896aA 0,559abA 0,443cA 0,826bA  0,979aA
FSP109 3,70aB  3,61abB 5,37aA  5,60aA 3,06abcB 0,937aA  0,948aA 0,978bA 1,063abA 0,455abcB
Controle  4,68aA  597aA  3,95bA 5,07aA 3,6labA  0,000bA 0,000bA 0,000dA  0,000cA 0,000cA
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Tabela 3. Valores médios de P soluvel, pH e biomassa seca (BS) em meio de cultura GL liquido suplementado com fonte de
fosfato (17% P,0,), fontes de carbono (amido, glicose, sacarose, bagago de uva derivado da produgdo de vinho ou da produgio
de suco) e inoculado com espécimes de fungos solubilizadores de fosfato (FSP), sete dias apos inoculagdo, Aspergillus
brasiliensis Varga, Frisvad & Samson, na regido do Vale do Sao Francisco, Petrolina, PE, Brasil. Médias (n = 5) seguidas
da mesma letra, minuscula na coluna e maitiscula na linha, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,01).
I: incremento {100[(X-Y)/Y]}, X: tratamento inoculado com FSP e Y: tratamento controle; GLI: glicose; SCS: sacarose;
BUS: bagaco de uva derivado da produgao de suco; BUV: bagaco de uva derivado da produ¢ao de vinho; AMD: amido.

Table 3. Average values of soluble P, pH, and dry biomass (BS) in liquid GL culture medium supplemented with phosphate
source (17% P,0,), carbon sources (starch, glucose, sucrose, grape bagasse derived from wine or juice production) and
inoculated with specimens of phosphate-solubilizing fungi (FSP), seven days after inoculation, in the region of Vale do Sao
Francisco, Petrolina, Pernambuco State, Brazil. Means (n = 5) followed by the same letter, lower case in the column and
capital letters in the line, did not differ significantly by Tukey test (p < 0.01). I: increment {100[(X-Y)/Y]}, X: treatment
inoculated with FSP and Y: control treatment; GLI: glucose; SCS: sucrose; BUS: grape bagasse derived from juice production;
BUV: grape bagasse derived from wine production; AMD: starch.

P solavel (ug ml)

Espécimes

GLI 1% SCS 1% BUS 1% BUV 1% AMD 1%
FSPg1 250bAB - 419abA 20 196¢BC - 224aABC 57 179bC -
FSP88 467aA 72 397bAB 13 414aA 32 203abB 42 330aAB 68
FSP101 279bB 03 390bB 11 394abA 26 177bcC 24 305abB 55
FSP105 294bA 09 471aA 35 353abA 12 208abB 45 196bB -
FSP109 285bAB 05 325bA - 368abA 17 190abB 33 190bB -
Controle 271bAB - 350bAB - 314bA - 143cC - 197bBC -
L pH BS (g 50 ml")
Espécimes
GLI SCS BUS BUV ~ AMD GLI SCS BUS BUV AMD
FSP81 3,12bBC 2,69bC 4,07cB  6,99abA  4,45bB  1,080aA 1,049aA 1,687aA 1,823aA  1,399aA
FSP88 3,23bC  3,39bC  3,29¢C 5,80bB  7,54aA  0,913aA 0,907abA 1,708aA 1,542aA  1,282aA
FSP101 3,23bC  6,19aB  6,77bAB 7,75aAB 8,39aA  0,913aAB 0,433abcB 1,565aA 0,176bB 1,020abAB
FSP105 2,72bC  2,82bC  4,34cB  7,51aA  3,95bB 0,365abB 0,192cB 0,248cB 0,487bAB 0,945abA
FSP109 2,68bB  3,56bB  §,11aA §,32aA 3,43bB 0,481abAB 0,228bcB 0,978bA 0,163bB 0,753abAB
Controle  6,80aA  7,52aA  6,80bA 7,36aA 7,23aA  0,000bA 0,000cA 0,000dA 0,000bA 0,000bA

O bagago de uva torna-se de fundamental
importancia como alternativa para a utilizagdo em
culturas vegetais, auxiliando no crescimento de fungos
solubilizadores de fosfatos (FSP) e consequente
solubilizacdo do fosfato para as plantas. Além de
apresentar custo reduzido por tratar-se de residuo
da uva gerado na fabricagdo de suco e vinho, o
aproveitamento dessa fonte de carbono pode reduzir
os impactos gerados pelo seu descarte.

Desse modo, os coprodutos da vinificagao
podem ser utilizados na agricultura como alternativa
viavel e de menor custo para produzir inéculo de
fungos solubilizadores de fosfatos e estimular
o crescimento de fungos autdctones, visando a
otimiza¢do na disponibilizacdo de fontes nédo
renovaveis.
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