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Resumo — A utilizagdo de microrganismos solubilizadores tem sido sugerida como alternativa ao uso de
fertilizantes fosfaticos. Para serem utilizados num programa de inoculagao controlada, os microrganis-
mos devem apresentar grande capacidade e potencial de solubilizacdo. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a capacidade e o potencial de solubilizag@o de 56 isolados inoculados em meio GES contendo
fosfato (Anitapolis, Araxa ou Cataldo), usando-se um fatorial 57x3 (56 isolados + testemunha e trés
fosfatos) conduzido em delineamento completamente casualizado com trés repeticdes. Apds 15 dias de
incubagdo, determinaram-se as quantidades de P e o pH do meio. Foram verificados efeitos dos fosfatos,
dos isolados e da intera¢do. Baixos valores de pH foram obtidos por isolados que apresentaram médio
aalto potencial. O teor médio de P foi superior no fosfato de Anitapolis, seguido do Araxa. Trinta e um
isolados solubilizaram quantidades significativas. O 310 apresentou o mais alto potencial (média de
263 pg mL! de P). Quatro isolados (177,262, 251 e 269) apresentaram alto potencial (120 a 150 pg),
e doze (201, 309, 199, 195, 249, 202, 198, 305, 253, 196, 203 e 307), mostraram valores médios (80 a
120 pg). O comportamento dos isolados foi diferente entre os fosfatos. Apenas quatro isolados
solubilizaram os trés fosfatos (310, 251, 199 e 249). As caracteristicas apresentadas pelos isolados
310, 251, 199 e 249 os qualificam para um programa de sele¢do visando a inoculagdo controlada.

Termos para indexag@o: solubilizadores de fosfato, fosforo, biologia de solo.

Solubilization of natural phosphates by microorganisms
isolated from Pinus and Eucalyptus plantations in Santa Catarina, Brazil

Abstract — The use of P-solubilizing microorganisms have been suggested as an alternative to replace
the utilization of phosphate fertilizers. In order to be used in programs of controlled inoculation,
microorganisms must display a high capacity and potential for solubilization. The aim of this study
was to evaluate the potential and the capacity of 56 microbial isolates to solubilize different types of
phosphates. The evaluation was performed in GES medium supplemented with one of the following
phosphates: Anitapolis, Araxa and Cataldo, through a factorial experiment [(56 isolates + control) x
three phosphates] in a randomized complete design with three replications. After 15 days of inocula-
tion, levels of phosphorus and pH of the media were determined. Effects of phosphates, isolates and
the interaction were verified. Low values of pH were obtained by isolates with high and medium
potential. The average level of P was superior in Anitapolis phosphate, followed by Araxa. Thirty-one
isolates solubilized significant quantities. The isolate 310 showed the highest potential (average of
263 ug mL! of P). Four isolates (177, 262, 252 and 269) showed high potential (120 to 150 pg), and
twelve (201, 309, 199, 195, 249, 202, 198, 305, 253, 196, 203 and 307) showed medium values (80 to
120 pg). Isolates behavior was different among phosphates. Only four isolates solubilized all three
phosphates (310, 251, 199 and 249). The characteristics displayed by isolates 310, 251, 199 and 249
qualified them for a screening program aiming controlled inoculation.

Index terms: phosphate-solubilizing microorganism, phosphorus, soil biology.
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Introducio

O setor florestal constitui um importante segmen-
to econdmico do Pais, pois contribui com 3,3 bilhdes
de dolares em exportagio (Hoeflich et al., 2000) e 4%
do Produto Interno Bruto (Brasil, 2000). O Estado de
Santa Catarina destaca-se no cendrio nacional na
produgdo de papel e celulose, e apresenta 5% de sua
superficie coberta por reflorestamentos, especialmen-
te com Pinus e Eucalyptus (Branddo, 1997). Em face
das restri¢des espaciais e ecoldgicas ao aumento da
producdo por expansdo da area cultivada, as atengdes
estdo voltadas para o aumento da produtividade.

Um dos fatores que afetam o crescimento vegetal
¢ a disponibilidade de nutrientes, notadamente, no
caso dos solos brasileiros, a de fosforo (P). Para su-
prir essa caréncia, sdo utilizados fosfatos soluveis
em dosagens superiores as necessidades das cultu-
ras, pois a maior parte do P aplicado ao solo ndo ¢
prontamente disponivel as plantas. Embora o Brasil
apresente inumeras reservas, o uso de fosfatos na-
turais ¢ reduzido. O custo de producao ¢ menor, mas
a solubilidade ¢ baixa, o que diminui sua eficiéncia
(Bragaet al., 1991), e restringe o seu uso a areas pro-
ximas ao local de beneficiamento e a determinadas
culturas.

No solo, o P ¢ sujeito a inimeros processos
biogeoquimicos que alteram sua disponibilidade.
Entre esses processos, destaca-se a dissolucdo de
fosfatos, que os torna disponiveis para as plantas
(Whitelaw, 2000). Diversos microrganismos do solo,
incluindo bactérias e fungos, possuem capacidade
para solubilizar fosfatos por meio de diferentes me-
canismos, especialmente pela producdo de acidos
(Sperber, 1958; Banik & Dey, 1982; Kucey, 1983;
Nahas, 1999; Rodrigez & Fraga, 1999; Silva Filho &
Vidor, 2000; Whitelaw, 2000). A inocula¢ao de micror-
ganismos solubilizadores de fosfatos ou o manejo
de suas populacdes té€m sido sugeridos como forma
de substituir ou diminuir o uso de fertilizantes
fosfaticos soluveis, mediante um melhor aproveita-
mento dos fosfatos naturais existentes ou adiciona-
dos ao solo e dos formados pela aplicacdo de fontes
soluveis (Goldstein, 1986; Kim et al., 1998). Para se-
rem utilizados num programa de inoculagdo contro-
lada, os microrganismos devem apresentar, entre
outras caracteristicas, grande capacidade e alto po-
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tencial de solubilizagdo de fosfatos, ou seja: devem
solubilizar varios tipos de fosfatos, e a solubilizacao
deve ser de alta intensidade.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a
capacidade e o potencial de 56 isolados de microrga-
nismos de solubilizar fosfatos naturais.

Material e Métodos

Cinqilienta e seis isolados de microrganismos
solubilizadores de fosfatos, bactérias e fungos, obtidos de
substrato, solo ou rizosfera de cultivos em sementeiras ou
florestas de Pinus ou Eucalyptus do Estado de Santa
Catarina (Tabela 1) foram inoculados em frascos de 100 mL
contendo 50 mL de meio Glicose Extrato de Solo (GES)
(Sylvester-Bradley et al., 1982) ¢ 0,25 g do fosfato natural
de Anitapolis, Araxa ou Cataldo, moido e peneirado em
malha de 0,053 mm. Os teores P,O5 total e soluvel em
acido citrico (2%) foram de 9,4% ¢ 4,3%; 9,3% ¢ 3,2%;
9,4% e 2,5%, respectivamente, no fosfato de Araxa,
Anitapolis e Cataldo, respectivamente. As analises foram
realizadas pelo Laboratorio Fisico Quimico e Biologico da
Companhia Integrada de Desenvolvimento de Santa
Catarina. Como inoculo foram utilizadas culturas com 48
horas de incubag@o. Para as bactérias utilizou-se | mL de
cultura liquida, e para os fungos, um disco de 4 mm de
diametro, retirado da borda da coldnia crescida em meio
solido.

Apos um periodo de 15 dias de incubagao a temperatu-
ra de 30°C, o meio GES foi centrifugado a 3.000 rpm du-
rante 15 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi utiliza-
do na determinagdo de P e pH. O P soltivel no extrato foi
avaliado por espectrofotometria a 660 nm, segundo pro-
cedimento descrito por Tedesco et al. (1995).

O experimento constituiu-se de um fatorial [(56 isola-
dos + testemunha) x trés fosfatos] conduzido em delinea-
mento completamente casualizado com trés repetigoes, e
as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%.

Resultados e Discussao

Os teores de P presentes no meio GES apds a
incubagao foram superiores no fosfato de Anitapolis,
seguidos do fosfato de Araxa, e, por ultimo, do de
Cataldo (Tabela 2). Estas diferengas provavelmente
estdo relacionadas a composic¢ao do fosfato, como o
teor de CO; (Alcarde & Ponchio, 1983), ¢, ou, a pre-
senga de nutrientes inorganicos que acompanham o
produto. Diferengas na disponibilizacdo de fosfatos
tém sido verificadas no solo e em meios de cultura
(Oliveira et al., 1984; Silva Filho & Vidor, 2000).
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Tabela 1. Procedéncia e classificagdo dos isolados de microrganismos solubilizadores de fosfatos obtidos de cultivos de
Pinus e Eucalyptus de Santa Catarina.

Isolados Local Espécie vegetal Condigao Amostra  Classificagdo
119 Mafra, SC Eucalyptus sp. Floresta s Aspergillus
133 Mafra, SC Pinus sp. Floresta S Penicillium
138 Mafra, SC Pinus sp. Floresta S Penicillium
139 Mafra, SC Eucalyptus sp. Floresta S Penicillium
141 Mafra, SC Pinus sp. Floresta S Penicillium
142 Mafra, SC Eucalyptus sp. Floresta S Aspergillus
148 Massaranduba, SC  E. grandis Viveiro - 120 dias R® Pseudomonas
154 Trés Barras, SC E. dunnii Viveiro - 15 dias R Enterobacteriaceae
155 Barra do Sul, SC P. elliotti Floresta - 10 anos S 6
175 Trés Barras, SC E. dunnii Viveiro - 90 dias S -
177 Trés Barras, SC E. dunnii Viveiro - 75 dias R Penicillium
185 Massaranduba, SC  E. grandis Floresta - 9 anos R Enterobacteriaceae
189 Trés Barras, SC P. taeda Viveiro - 50 dias R Enterobacteriaceae
190 Trés Barras, SC E. dunnii Viveiro - 60 dias S Penicillium
191 Trés Barras, SC E. dunnii Viveiro - 60 dias S Rhizopus
192 Correia Pinto, SC P. taeda Viveiro - 60 dias S Penicillium
195 Correia Pinto, SC P. taeda Floresta - 29 anos R Aspergillus
196 Massaranduba, SC  E. grandis Floresta - 5 anos R Aspergillus
198 Correia Pinto, SC P. taeda Floresta - 20 anos S Aspergillus
199 Trés Barras, SC P. taeda Floresta - 1 ano S Aspergillus
200 Trés Barras, SC P. taeda Floresta - 10 anos R Aspergillus
201 Trés Barras, SC E. dunnii Floresta - 3 anos S Aspergillus
202 Trés Barras, SC E. dunnii Floresta - 5 anos S Bastonete Gram +
203 Trés Barras, SC E. dunnii Floresta - 5 anos S -
205 Mafra, SC E. dunnii Floresta - 5 anos S Bastonete Gram +
215 Trés Barras, SC E. dunnii Viveiro - 90 dias S -
221 Trés Barras, SC P. taeda Floresta - 1 ano R Pseudomonas
222 Trés Barras, SC P. taeda Floresta - 1 ano R Enterobacteriaceae
233 Ihota, SC E. grandis Floresta - 2 anos S Penicillium
238 Massaranduba, SC  E. grandis Floresta - 9 anos R Penicillium
239 Correia Pinto, SC P. taeda Viveiro - 90 dias R Bacillus
240 Trés Barras, SC E. dunnii Floresta - 9 anos R Pseudomonas
249 Trés Barras, SC Eucalyptus sp. Floresta - 2 anos S Aspergillus
250 Massaranduba, SC  E. grandis Viveiro S Aspergillus
251 Massaranduba, SC  P. elliotti Floresta - 10 anos S Aspergillus
253 Trés Barras, SC Pinus sp. Floresta - 2 anos S -
261 Trés Barras, SC P. taeda Viveiro - Semeadura R Penicillium
262 Massaranduba, SC  E. grandis Viveiro - 45 dias S Penicillium
263 Trés Barras, SC P. taeda Viveiro - 120 dias S Penicillium
264 Trés Barras, SC P. taeda Viveiro - Penicillium
269 Trés Barras, SC E. dunnii Floresta - 9 anos S Penicillium
282 Trés Barras, SC Pinus sp. Viveiro - 150 dias R -
290 Correia Pinto, SC E. viminalis Floresta - 19 anos R -
291 Trés Barras, SC E. dunnii Floresta - 9 anos S -
295 Correia Pinto, SC P. taeda Floresta - 29 anos S Enterobacteriaceae
297 Trés Barras, SC E. dunnii Floresta - 9 anos S Enterobacteriaceae
300 Barra do Sul, SC P. elliotti Floresta - 10 anos S Penicillium
301 Massaranduba, SC ~ E. grandis Viveiro - 105 dias S Penicillium
302 Correia Pinto, SC E. viminalis Floresta - 19 anos R Penicillium
Continua...
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Tabela 1. Continuagéo.
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Isolados Local Espécie vegetal Condigao Amostra  Classificagdo
303 Correia Pinto, SC P. taeda Viveiro - 240 dias S Penicillium
305 Correia Pinto, SC P. taeda Viveiro - 240 dias S Aspergillus
306 Barra do Sul, SC P. elliotti Floresta - 10 anos R Rhizopus
307 Correia Pinto, SC E. viminalis Floresta - 19 anos S Aspergillus
308 Trés Barras, SC P. taeda Floresta - 15 anos R Aspergillus
309 Trés Barras, SC E. dunnii Floresta - 9 anos R Aspergillus
310 Trés Barras, SC E. dunnii Floresta - 9 anos S Aspergillus

(MSolo. @Solo rizosférico. )Sem informagio.

Dos 56 isolados testados, 31 solubilizaram quan-
tidades significativas de fosfato (Tabela 2). Desses,
0 310 apresentou o maior potencial de solubilizagdo,
com valor médio superior a 260 pig mL! de P de meio
GES. Quatro isolados (177,262,251 ¢269) apresenta-
ram alto potencial, com valores variando de 120 a
150 pg mL ! de P, doze (201, 309, 199, 195, 249, 202,
198,305,253, 196, 203 e 307) apresentaram valores
considerados como médios (80 a 120 pg mL ! de P) e
quatorze apresentaram valores baixos (40 a 80 plg mL-!
de P). Vinte e cinco isolados, representando 45% do
total, apresentaram teores de P no meio GES estatis-
ticamente semelhantes aos da testemunha néo-ino-
culada. Variag@o no potencial de solubilizagdo de
microrganismos tem sido observada por varios au-
tores, e ¢ utilizada como uma das principais caracte-
risticas no processo de selecdo (Illmer & Schinner,
1992; Mikanova & Kubat, 1994; Silva Filho & Vidor,
2000).

Entre os grupos de microrganismos, destacaram-
se os isolados fungicos, com predominio do género
Aspergillus, seguido pelo género Penicillium. Es-
ses gé€neros estdo entre os mais citados na literatura.
No entanto, em relagdo a sua eficiéncia, existem con-
trovérsias. Banik & Dey (1982) avaliando diversos
isolados de microrganismos solubilizadores verifi-
caram que dois fungos do género Aspergillus foram
os mais eficientes. Nahas (1996), trabalhando com
isolados de outras procedéncias, verificou que os
mais eficientes foram os do género Penicillium.
O meio de cultura ¢ um fator decisivo dessa caracte-
ristica. Silva Filho & Vidor (2000), trabalhando em
meio so6lido, verificaram que o potencial de
solubilizagdo destes mesmos isolados era maior no
género Penicillium.
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Os isolados diferiram entre si, tanto na capacida-
de quanto na intensidade (potencial) de solubilizagdo
dos fosfatos. Vinte e seis isolados solubilizaram
fosfato de Anitapolis, contra 24 de Araxa, e apenas
seis de Cataldo. Na maioria dos isolados, as quanti-
dades de P solubilizadas no fosfato de Anitapolis
foram superiores as do fosfato de Araxa e principal-
mente as do fosfato de Cataldo. Em cerca de 10%
dos isolados (201, 253, 309, 200 e 250), as quantida-
des solubilizadas no fosfato de Araxa foram superio-
res as apresentadas no fosfato de Anitapolis. Ne-
nhum isolado solubilizou maior quantidade de P no
fosfato de Cataldo do que no de Anitapolis, ¢ apenas
um (305) solubilizou mais no fosfato de Cataldo do
que no de Araxa.

Alguns isolados solubilizaram somente um tipo
de fosfato. Isto ocorreu com sete isolados no fosfato
de Anitapolis (238, 240,221,264, 189,306 ¢ 262) ¢
quatro no fosfato de Araxa (309, 190, 233 ¢ 300). Ou-
tros solubilizaram dois tipos de fosfatos. Quatorze
solubilizaram fosfato de Anitapolis e de Araxa (177,
269,201, 195,202, 198,253, 196,203,307, 191,308,301
¢ 303); um, fosfato de Anitapolis ¢ de Cataldo (305);
e um, fosfato de Araxa e de Cataldo (250). Apenas
quatro isolados solubilizaram os trés fosfatos (310,
251, 199 e 249). Entre estes, apenas o isolado 249
solubilizou quantidades semelhantes em todos os
fosfatos.

Resultados semelhantes foram obtidos por
Lapeyrie et al. (1991), que verificaram que o potenci-
al de solubilizagédo variou com os isolados de Paxillus
involutus, e Storkanova et al. (1999) e Mikanova &
Kubat (1994), com espécies de Rhizobium e
Bradyrhizobium. Diferengas entre as fontes de
fosfato com o mesmo microrganismo foram verifica-
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Solubilizagdo de fosfatos naturais por microrganismos

das por Nahas & Assis (1992), Whitelaw et al. (1999),
e Silva Filho & Vidor (2000), e interagdes entre fontes
¢ microrganismos foram encontradas por Lapeyrie
etal. (1991), Nahas (1996) e Silva Filho & Vidor (2000).

Nao houve relagao entre as procedéncias dos iso-
lados e sua eficiéncia (Tabelas 1 e 2). Assim, ndo se
observou predominio de isolados mais eficientes
entre os obtidos de rizosfera, como foi sugerido por
Sperber (1958). Com relagdo a planta, embora entre
os isolados com maior potencial de solubilizagdo (310,
177,262,251 e 269) haja um predominio dos obtidos
de Eucalyptus, particularmente de E. dunnii, isto ndo
indica relacdo direta da fonte de isolamento e o po-
tencial, uma vez que da mesma procedéncia ocorrem
isolados com baixa capacidade de solubilizacdo (297,
291,215e 154).

Todos os isolados diminuiram o pH do meio du-
rante o cultivo (Tabela 2). As menores alteracdes
ocorreram com os isolados 295,297, 282,291, 155 ¢
290. Os menores valores de pH foram obtidos nos
meios submetidos a inoculagdo dos isolados 221,
202,307,203,310,269 e 262. Nenhum dos primeiros
solubilizou quantidades significativas de P, e entre
os ultimos, estdo os de médio a alto potencial de
solubilizagdo. Isto sugere um efeito da produgio de
acidos na solubilizacao dos fosfatos (Sperber, 1958;
Illmer et al., 1995; Nahas, 1996; Whitelaw et al., 1999),
o que ¢ confirmado pela analise de correlagdo entre o
pH e o teor de P no meio (r = -0,54**). No entanto,
este ndo deve ser o inico mecanismo utilizado, uma
vez que o coeficiente de determinagdo linear (R?) foi
de 0,294, indicando, assim, que a diminui¢ao do pH
do meio de cultura foi responsavel por 29,4% do au-
mento linear do P solubilizado (Illmer & Schinner, 1992;
Mikanova & Kubat, 1994; Illmer et al., 1995). Varios
fatores podem ter afetado esta relaco; entre eles, as
quantidades de P imobilizadas pelos microrganismos
durante o crescimento. Outros fatores, como o tipo de
fosfato e a interagdo deste com os isolados, também
podem contribuir na relagdo. Embora a média de P no
meio com fosfato de Araxa tenha sido superior a média
no meio com fosfato de Cataldo, a acidez foi menor.
Os efeitos da interagdo ficam claros quando se compa-
ram, por exemplo, os isolados 269,309, 199 e 191 com
osisolados 201,202, 198 € 253.
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Conclusoes

1. A produgdo de acidos ¢ um dos mecanismos
utilizados pelos microrganismos na solubilizagio de
fosfatos naturais.

2. Nao ha relagdo entre a solubilizacdo e a proce-
déncia dos isolados.

3. Fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium
tém maior capacidade e potencial para a solubiliza¢do
de fosfatos naturais.

4. A capacidade e o potencial de solubiliza¢ao dos
isolados 310,251, 199 e 249 os tornam aptos a parti-
ciparem de um programa de selecdo visando a
inoculagdo controlada.
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