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Introducao

Os solos tropicais brasileiros geralmente sdo altamente intemperizados,
acidos e pouco férteis, fazendo com que as plantas cultivadas nestes
ambientes sejam expostas a véarias formas de estresses durante seu
ciclo de crescimento. O desenvolvimento de uma agricultura sustenta-
vel nestes solos deve se fundamentar no uso da biodiversidade local,
com um maior aproveitamento dos recursos biolégicos, aliado ao uso
de cultivares mais adaptadas as condicOes de estresses bidticos e abié-
ticos com praticas de manejo adequadas. Juntos, estes fatores podem
contribuir para o desenvolvimento de uma agricultura mais sustentavel
nessas areas, além de diminuir os custos da producdo, aumentando a
produtividade e a rentabilidade do agronegdcio.

Um dos fatores limitantes da expanséao agricola nestes solos é a alta
capacidade de fixacado de fosforo (P), resultando em uma baixa dispo-
nibilidade deste nutriente para as plantas (NOVAIS; SMYTH, 1999). O
baixo nivel de P nos solos é devido a alta reatividade de fosfatos solu-
veis com outros elementos, como aluminio e ferro, em solos acidos, e
célcio, em solos calcérios (BALIGAR; FAGERIA, 2001). O fésforo é adi-
cionado aos solos na forma de fertilizantes fosfatados sollveis, sendo
uma parte utilizada pelas plantas, enquanto a maior parte rapidamente
forma complexos insolUveis com os constituintes do solo, tornando-se
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indisponivel para as plantas, o que leva a necessidade de frequentes
aplicacoes deste nutriente (NOVAIS; SMYTH, 1999).

Dentre os principais mecanismos que influenciam a eficiéncia de aquisi-
cao de P no solo estdo: modificacoes de atributos morfolégicos da raiz,
a presenca de aerénquimas, modificacdes de caracteristicas quimicas
na rizosfera, alteracdes de caracteristicas fisioldgicas de cinética de ab-
sorcao, alteracdes em processos bioguimicos e interacées com micror-
ganismos do solo (BALIGAR; FAGERIA, 2001).

Nas interacoes com raizes de plantas, os microrganismos podem ser
endofiticos, simbidticos ou de vida livre. Entre aqueles de vida livre,
destacam-se os microrganismos solubilizadores de fosfato (MSP), obje-
to deste documento, que sao bactérias ou fungos capazes de solubilizar
diferentes formas de fosfato de baixa solubilidade, deixando-os disponi-
veis para as plantas (BAREA et al., 2005).

Fésforo no solo e nas plantas

O fésforo é um dos macronutrientes essenciais para o desenvolvimen-
to das plantas, uma vez que atua nas funcdes vitais bdasicas, estando
envolvido em inimeros processos bioldgicos, como formacéo dos
acidos nucléicos (DNA e RNA) e fosfolipideos, além de fluxo e estoque
da energia por meio das moléculas de ATP e NADPH. Este elemento

é, ainda, indispensavel a fotossintese e a respiracdo, além de diversas
funcdes celulares, influenciando todo o ciclo do desenvolvimento vege-
tal, podendo favorecer o amadurecimento precoce das culturas (STAU-
FFER; SULEWSKI, 2004; NOVAIS et al., 2007).

No solo, o P pode ser encontrado de duas formas, fésforo inorgénico
e fésforo orgénico, de acordo com o composto em que esté ligado. O
fésforo inorganico é composto pelos minerais primarios, P adsorvido
e pequenas quantidades de P da solucdo do solo. O fésforo adsorvi-
do pode ser encontrado ligado a varios minerais do solo, devido a sua
elevada capacidade de formar complexos de alta energia de ligacao.
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Nestes complexos, as formas de P no solo podem estar associadas a
6xidos de ferro (P-Fe), de aluminio (P-Al) e silicatos de aluminio nos
solos acidos e ligadas a carbonato de calcio (P-Ca) nos solos alcalinos
(NOVAIS; SMITH, 1999). Dependendo do tipo e do manejo do solo, o
componente do P de origem orgénica contribui com 30 a 50% na com-
posicao do P total no solo (RICHARDSON et al., 2009), principalmente
na forma indisponivel de fosfato inositol (fitato) e outras como fosfo-
monoésteres, fosfolipidios, dcidos nucléicos e fosfoésteres (NAHAS,
1991; GYANESHWAR et al., 2002).

Disponibilidade de P em solos
acidos

Embora os solos geralmente apresentem uma grande quantidade de
P total, apenas uma pequena parte estd imediatamente disponivel na
solucao do solo como anions ortofosfato (predominantemente como
HPO42 - e H2P0O41 —) para absorcdo pelas plantas. Na maioria dos
solos, a concentracdo de ortofosfato em solucao é baixa, normal-
mente 1-5 yM (BIELESKI, 1973), e devem ser suplementados por
outras fontes de P para satisfazer as necessidades nutricionais da
planta. Devido a absorcao, ortofosfato é rapidamente esgotado nas
imediacdes das raizes das plantas, e, como tal, um grande gradien-
te de concentracao ocorre na rizosfera entre o solo e a superficie
radicular (TINKER; NYE, 2000). Como na maioria dos solos a taxa de
difusao de ortofosfato é insuficiente para vencer os gradientes, a ab-
sorcéao de P é limitada na maioria dos casos. No entanto, resultados
de pesquisas mostram que as plantas estao bem adaptadas para a
absorcdo de P de baixas concentracoes, que sao tipicas de solucoes
de solo, conforme indicado pela captacao de concentragdes minimas
de 0,01 a 0,1 M para diferentes espécies (JUNGK, 2001). Baseado
nisso, sugere-se que o fornecimento de P a superficie radicular e sua
disponibilidade é influenciada pela raiz e por processos microbianos e
que a capacidade das raizes para explorar novas regidoes do solo sao
de maior importancia para a aquisicao de P que a cinética associada
a sua absorcao.
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Segundo Siqueira e Franco (1988), nos solos tropicais, acumulam-se,
ao longo do periodo de cultivo, em torno de 500 kg de P retido ou
fixado nas particulas do solo, por hectare, sendo distribuido em média,
da seguinte forma: 40% ligado ao Al; 30% ao Fe e de 5 a 10% ao Ca.
Existe, ainda, um estoque de P organico que, no caso destes solos,
corresponde de 10 a 30% do P total. Assim, a biodisponibilidade de P
nos solos, em geral, € muito baixa, apesar do conteudo total de P neles
ser de 200 a 500 vezes maior que a quantidade disponivel para uso
pelas plantas (LIU et al., 2006). A concentracao de fosfato inorganico
na solucao da maioria dos solos varia de 0,1 a 10 ymol L-1, fazendo
com que as plantas absorvam este nutriente de solucées com concen-
tracdes extremamente baixas (LOUGHMAN et al., 1983). A quantidade
de P absorvida por uma lavoura de milho, por exemplo, € muito peque-
na quando se considera o estoque total deste elemento no solo, porém,
elevada em relacdo ao P na solucéao do solo.

Fertilizantes fosfatados

Com o intuito de elevar a produtividade agricola nacional, sdo adiciona-
das aos solos grandes quantidades de adubos fosfatados. Porém, con-
siderando o total de fertilizantes aplicados, apenas de 10 a 20% séo,
efetivamente, utilizados pelos vegetais (VANCE et al., 2003), pois 75-
90% dos adubos fosfatados adicionados sdo precipitados pela comple-
xacao com cations metdlicos presentes nos solos (STEVENSON, 1986).
Indmeras consequéncias adveem deste fato, pois além do significativo
prejuizo econdmico, tem-se a geracao de problemas ambientais, como

o0 agravamento do processo de eutrofizacdo das dguas de mananciais
hidricos pela lixiviacdo dos adubos fosfatados e a producéao de residuos
contaminantes e téxicos pela sintese dos fertilizantes sollveis através
do tratamento com éacidos (VAN STRAATEN, 2002). Segundo alguns
autores, os fosfatos acumulados em solos agricolas sao suficientes para
sustentar a agricultura por cerca de 100 anos (GOLDSTEIN et al., 1993).

A principal fonte de P para a producao de fertilizantes sdo as rochas
fosfaticas que constituem um recurso natural, cuja denominacao fos-
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fato natural ou rocha fosfatica cobre uma ampla variacao de tipos de
minérios, tendo em comum a constituicdo de apatitas, sendo a fluora-
patita Ca10(PO)4F2 o principal componente de fosfatos naturais, como
em Jacupiranga, Cataldo, Araxa e Tapira, no Brasil, e no Tennessee,
nos EUA.

Os fosfatos naturais sdo as matérias-primas para a obtencao dos
fertilizantes fosfatados solldveis, como superfosfato simples, triplo ou
fosfatos de amonio, que sao processados quimicamente por meio de
acido sulfdrico ou acido fosférico, processo de alto custo energético,
responsavel pelo custo elevado dos fertilizantes fosfatados e que pode
causar danos ambientais. A utilizacdo direta das fontes naturais de P
como fertilizantes, principalmente para culturas anuais, ndo é econo-
micamente viadvel, particularmente em solos com alta capacidade de
adsorcdo e baixa capacidade de troca i6bnica, como é o caso dos solos
de Cerrado (SIMPSON et al., 1997).

Neste contexto, tem sido avaliada a utilizacdo de fosfatos naturais
brasileiros quanto a disponibilizacdo de fésforo no solo, com intuito

de utilizd-los como fonte alternativa de P para as culturas, reduzindo o
uso de produtos quimicos e favorecendo a sustentabilidade ambiental e
agricola. No entanto, e particularmente em solos nao acidos, um nivel
minimo de processamento das rochas é necessario antes da aplica-
cao no solo. Mesmo em solos com pH abaixo de 5,5-6,0, fosfatos de
rocha se tornam tao eficientes quanto superfosfatos somente depois de
quatro anos de aplicacao direta anual (GHANI et al., 1994). Contudo,
o emprego direto dessas fontes naturais de fésforo para fertilizacao do
solo ndo é economicamente recomendavel sobretudo nos solos tropi-
cais, onde estes minerais sao adsorvidos com facilidade (SIMPSON et
al., 1997).

A alteracdo dos minerais das rochas em ambientes naturais é um
processo conhecido causado pela acdo da dgua e de acidos orgéanicos
exsudados pelas raizes das plantas e por microrganismos que aceleram
este processo. Por essa razao, existe um renovado e crescente inte-
resse na manipulacdo dos fosfatos de rochas por métodos biolégicos
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visando o aumento de sua eficiéncia agronémica. Dessa forma, alguns
estudos tém buscado o uso de microrganismos com potencial de solu-
bilizacdo de P agregados aos fosfatos naturais para aumentar a disponi-
bilizacdo deste elemento (STAMFORD et al., 2004).

Microrganismos solubilizadores
de fosfato

Os microrganismos solubilizadores de fosfato (MSP) sdao comuns no
solo, onde as bactérias constituem um grupo que varia de 1-50% e

os fungos de 0,5 a 1,0% da populacéo total destes microrganismos
(KUCEY, 1983). A maior proporcao de MSP esta concentrada na rizos-
fera, sendo estes metabolicamente mais ativos que aqueles isolados de
outros locais (VAZQUEZ et al., 2000; BAREA et al., 2005).

A maioria destes microrganismos solubiliza P ligado ao Ca e somente
poucos conseguem solubilizar complexos de P-Al e P-Fe, podendo ser
ainda, eficientes na solubilizacdo de fosfatos de rocha (GYANESHWAR
et al., 2002). O fosfato insolivel mobilizado pelos microrganismos
pode ser absorvido pelas raizes das plantas, enquanto as plantas exsu-
dam compostos de carbono, principalmente aclcares, que podem ser
metabolizados pelos microrganismos da rizosfera (PEREZ et al., 2007).

MSP sao caracterizados pela sua capacidade de solubilizar formas
precipitadas de P quando cultivados em meios de cultura em labora-
tério e incluem uma ampla variedade de organismos simbidticos e nao
simbidticos, como espécies de Pseudomonas, Bacillus e Rhizobium,
actinobactérias e varios fungos como Aspergillus e Penicillium (RO-
DRIGUEZ; FRAGA, 1999; WHITELAW, 2000; GYANESHWAR et al.,
2002). A selecao de MSP é rotineiramente baseada na solubilizacédo de
fosfatos de Ca moderadamente sollveis (geralmente, fosfato de tricélcio
[Ca3(P04)2] e fosfatos contendo hidroxi- e fluorapatitas [Ca5(PO4)30H
e Ca10(PO4)6F2] e fosfatos de Fe (FePO4.2H20) e Al (AIPO4.2H20).
A quantidade de P solubilizado é altamente dependente da fonte (so-
lubilidade) do P e, para diferentes microrganismos, é influenciada pe-
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las condicbes de cultivo. Por exemplo, comumente relata-se serem os
fungos mais eficientes na solubilizacdao de fosfatos de Fe e Al, enquanto
a capacidade dos diferentes organismos de solubilizar fosfatos de Ca é
influenciada pela fonte de carbono e nitrogénio no meio, pela capacidade
de tamponamento do meio e da fase em que as culturas sdo amostradas
(KUCEY, 1983; ILLMER et al., 1995; WHITELAW et al., 1999, NAHAS,
2007). A natureza da fonte de nitrogénio utilizada no meio de cultura
também afeta a capacidade de solubilizacdo dos microrganismos, sendo
observada maior taxa de solubilizacdo na presenca de sais de aménio

do que na presencga de nitrato como fonte de nitrogénio. Este efeito
pode ser atribuido a liberacdo de prétons para compensar a absorcao de
amobnio, levando a uma diminuicdo do pH extracelular (ROSS; LUCKNER,
1984). Em alguns casos, no entanto, amdnio pode levar a um decrésci-
mo na solubilizacdo de P (REYES et al., 1999a, b).

Sob condicdes controladas de crescimento, véarios estudos tém de-
monstrado um maior crescimento e uma maior nutricao de P das plan-
tas inoculadas com MSP, fato que é muitas vezes atribuido a atividade
de solubilizagdo de P dos microrganismos envolvidos (RODRIGUEZ;
FRAGA, 1999; WHITELAW, 2000; GYANESHWAR et al., 2002). No
entanto, efeitos claros do papel de MSP em ambientes mais comple-
xos do solo e em condicoes de campo, tém sido mais dificeis de serem
demonstrados e respostas inconsistentes das plantas e de diferentes
microrganismos foram observados. Como discutido por Richardson
(2001), isto pode ser devido a uma série de fatores que incluem conhe-
cimento insuficiente para a introdugcdo e compreensao da dindmica de
microrganismos e sua interacdo com comunidades microbianas nativas
complexas no solo, a auséncia aparente de qualquer associacao espe-
cifica entre os parceiros, e a pobre compreensao dos mecanismos reais
envolvidos, tanto para os microrganismos e a sua interacao quanto
para a eficacia em diferentes ambientes de solo.

Por outro lado, a promocao do crescimento pode nao estar exclusi-

vamente associada a solubilizacdao de P, uma vez que a producao de
fitohormoénios pode estar envolvida (WAKELIN et al., 2006). Gulden
e Vessey (2000) demonstraram que a promocao do crescimento das
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raizes e o aumento do P nas plantas inoculadas com Penicillium bilaii
estavam associados primeiramente ao aumento do crescimento da raiz,
incluindo maior comprimento radicular especifico e producao de pelos
mais longos na raiz. Estes estudos destacam a dificuldade em determi-
nar o mecanismo real associado a promocao do crescimento, uma vez
que a estimulacdo do crescimento de raizes também contribui para um
maior potencial para a aquisicdo de P. E importante, portanto, que os
experimentos para demonstrar os beneficios do MSP sejam conduzidos
com varias fontes de P, onde os beneficios da inoculacdo podem ser
corretamente avaliados, e que medidas especificas de aquisicao de P
(por exemplo, por diluicdo isotépica) sejam realizadas para confirmar a
mobilizacdo de P de fontes do solo pouco disponiveis as raizes.

Prospeccao de microrganismos
solubilizadores de fosfato

MSP podem ser isolados utilizando-se diluicGes em série ou técnicas de
enriguecimento de cultura em meio Pikovskaya (PIKOVSKAYA, 1948)

a partir de solo nao rizosférico (Figura 1) e solo rizosférico, rizoplano, e
também de outros ambientes, tais como solos de areas de depdsito de
fosfato de rocha e areas de ambientes marinhos (GAUR, 1990). Apéds a
incubacao dos organismos nas placas com meio sélido contendo fos-
fato insoltivel, MSP sao detectados pela formacao de halos claros em
torno de suas coldnias (Figura 2). Recentemente, outros métodos para

o isolamento e seleccdo de MSP foram sugeridos (GUPTA et al., 1994;
NAUTIYAL, 1999). Uma vez que certas estirpes de organismos solubi-
lizadores de fosfato exibem variacao e instabilidade no que diz respeito

a atividade de solubilizacdo de fosfato (ILLMER; SCHINNER, 1992), eles
devem ser repetidamente subcultivados para avaliar a persisténcia do
potencial de solubilizadores de fosfato. Uma vez que organismos eficien-
tes na solubilizacdo de fosfato sao selecionados, a capacidade de solubi-
lizacdo de fosfato insoltuvel deve ser avaliada em meio de cultura liquido.
Finalmente, culturas solubilizadores de fosfato eficientes sdo usadas para
fazer os inoculantes, e sua performance em condicGes de vasos em casa
de vegetacdo ou campo é avaliada em diferentes culturas.
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Figura 1. Isolamento de microrganismos solubilizadores de fosfato de solo rizosférico.

Halo de solubilizagao

Figura 2. Meio de cultura com fosfato natural inoculado com bactéria, mostrando halo de

solubilizacdo de fosfato natural de rocha.
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Mecanismos de solubilizacdo de P

A capacidade dos microrganismos em solubilizar o fésforo inorgéni-

co do solo esta relacionada com o potencial de reduzir o pH do meio
tanto pela liberacdo de acidos organicos quanto de prétons. Os 4cidos
organicos secretados podem dissolver diretamente o fosfato mineral
como um resultado de troca de anions de PO42 — pelo anion do acido
ou podem quelar ions de Fe e Al associados com o fosfato (OMAR,
1998). MSP podem produzir 4cidos organicos, tais como: acetato,
lactato, oxalato, tartarato, succinato, citrato, gluconato, cetoglucona-
to, glicolato, etc. (BANIK; DEY, 1982; CUNNINGHAM; KUIACK, 1992;
GYANESHWAR et al., 1998; KIM et al., 1998). Contudo, ainda nao

foi relatada nenhuma correlacado definitiva entre a producao de acidos
pelos MSP e a quantidade de fosfato solubilizado (ASEA et al., 1988).
O papel dos acidos organicos produzidos pelos MSP na solubilizacao do
fosfato pode ser devido a diminuicdo de pH, a funcao de quelante de
cations ou pela competicdao com fosfatos por sitios de adsorcao no solo
(NAHAS, 1996). Acidos inorganicos, por exemplo, acido cloridrico, sul-
fidrico, nitrico e carbénico também podem solubilizar fosfato, mas eles
sdo menos eficazes em comparacao com 4acidos orgdnicos no mesmo
pH (KIM et al., 1997).

Outras hipdéteses baseiam-se na correlacédo existente entre o pH e a
quantidade de P solubilizado (ILLMER; SCHINNER, 1992; ILLMER et
al., 1995; RODRIGUES; FRAGA, 1999; WHITELAW, 2000). A reducao
do pH pode ser uma consequéncia da liberacdo de acidos organicos
(WHITELAW et al., 1999), no entanto, o decréscimo do pH no meio de
cultura pode ser também o resultado de uma absorcao seletiva pelos
microrganismos de alguns nutrientes do meio de cultura e ndo pela
producédo de acidos (BARROSO; NAHAS, 2005).

Entre as bactérias formadoras de nédulos em leguminosas (por exem-
plo, Rhizobium e Bradyrhizobium), a atividade de solubilizacédo de
fosfato estd associada com a producao de acido 2-cetoglucénico. Hal-
der e Chakrabarty (1993) observaram que a capacidade de solubiliza-
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cao de P por Rhizobium foi totalmente abolida pela adicdo de NaOH,
indicando que a capacidade de solubilizacdo desta estirpe € devida a
habilidade de reduzir o pH do meio.

No entanto, a acidificacdo parece nao ser o Unico mecanismo de
solubilizacdo, uma vez que a capacidade de reducdo do pH, em
alguns casos, nao se correlaciona com a capacidade de solubilizar
fosfatos minerais (SUBHA RAO, 1982). Neste contexto, a capa-
cidade quelante de acidos orgéanicos também é importante, como
foi demonstrado por Kucey (1988), em que a adicdao de 0,05 M de
EDTA ao meio tem o mesmo efeito de solubilizacdo que a inocula-

cdo com Penicillium bilaii.

Genética dos microrganismos
solubilizadores de P

Na maioria das bactérias, a capacidade de solubilizacdao de fosfatos
minerais estd relacionada a producao de acidos organicos (RODRIGUEZ;
FRAGA, 1999). Goldstein (1996) prop6s a via de oxidacéao direta

de glicose a acido glicbnico como um dos principais mecanismos de
solubilizacdo do fosfato mineral em bactérias gram-negativas. O primei-
ro passo da via é a oxidacdo de glicose a 4cido glicénico pela glicose
desidrogenase (GDH), enzima membro das quinoproteinas que requer o
cofator pirroloquinolina quinona (PQQ). Acido glicénico é entdo oxida-
do a acido 2-ceto glucdnico, um dos acidos organicos mais fortes que
existem naturalmente. Uma vez que esta via ocorre no espaco peri-
plasmatico, o ambiente extracelular se torna altamente acido. Bactérias
solubilizadoras de P que usam esta via de oxidacao direta podem liberar
quantidades significantes de Pi a partir de fosfato de calcio via acidifi-
cacao de seu ambiente extracelular.

Goldstein e Liu (1987) foram os primeiros a clonar um gene envolvido
na solubilizacdo de fosfato mineral da bactéria gram-negativa Erwinia
herbicola. A expressao desse gene permitiu a producdo de acido glico-
nico em Escherichia coli HB101 e conferiu a esta cepa a capacidade de
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solubilizar hidroxiapatita. Outro tipo de gene (gabY) envolvido na pro-
ducao de 4cido glicénico e na solubilizacdo de fosfato mineral foi clona-
do de Pseudomonas cepacia (BABU-KHAN et al., 1995). No entanto, a
sequéncia de aminodacidos deduzida a partir deste gene nao apresentou
homologia com genes previamente clonadas da via oxidacdo direta
(sintese de acido glicénico), mas foi semelhante a componentes liga-
dos a proteina de membrana histidina permease. Outros genes isolados
envolvidos no fenétipo de solubilizacdo nao parecem estar relacionados
com os genes biossintéticos pgq. Kim et al. (1997) observaram que um
fragmento de DNA gendmico de Enterobacter agglomerans mostrou
atividade de solubilizacdo em E. coli JM109, embora o pH do meio néo
tenha sido alterado. Estes resultados indicam que a producao de acido
é um fator importante, mas ndo o Unico mecanismo de solubilizacao de
fosfato por bactérias (ILLMER; SCHINNER, 1992). Todos essas des-
cobertas demonstram a complexidade da solubilizacdo em diferentes
cepas de bactérias, mas ao mesmo tempo oferecem uma base para
uma melhor compreensdo deste processo.

A Tabela 1 mostra alguns genes envolvidos na solubilizacdo de fosfato
isolados de diferentes espécies de bactérias.

Tabela 1. Genes clonados envolvidos na solubilcdo de P

Producao de &cido glicénico.

A mps Provavelmente envolvido na Gosdstein e Liu
herbicola sintese de PQQ * (1987)
Pseudomonas Produgéo de aC|do'gI|con|co. Babu-Khan et al.
cepacia gabyY Nenhuma homologia com (1995)

P PQQ
Enterobacter pKKY Solubiliza P em E. coli JM Kim et al. (1997)

agglomerans 109. Nao reduz o pH
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Rahnella Solubiliza P e produz &acido .

aquatilis pPK1M10 gliconico em E. coli DH5-alfa Kim et al. (1997)
Serratia KG3791 Producao de acido gliconico  Krishnaraj e
marcescens P e solubilizacdo de P mineral Goldstein (2001)

* cofator pirroloquinolina quinona

Biofertilizantes

A descoberta desta mdtua relacao entre plantas e MSP tem estimulado
o desenvolvimento de novas tecnologias, tais como os biofertilizantes.
Nesse contexto, varios estudos tém sido realizados com a finalidade
de avaliar microrganismos com capacidade de solubilizar fontes pouco
soltveis de P, como Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter, Agrobac-
terium, Aspergillus e Penicillium (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999; WAKE-
LIN et al., 2004; CHEN et al., 2006; ACHAL et al., 2007; XIAO et al.,
2008; OGBO, 2010).

A maioria dos estudos sao baseados no isolamento dos MSP de solos,
avaliacdo da capacidade de solubilizacdo em condicoes de meio de
cultura (REYES et al., 2006; PEREZ et al., 2007; XIAO et al., 2008) e
posterior inoculacdao dos microrganismos nas sementes (WHITELAW,
2000; WU et al., 2005; VASSILEV et al., 2006; EL-TARABILY et al.,
2008; HAMEDA et al., 2008; NISHANTH; BISWAS, 2008), ou pela
adicao do P solubilizado pelos microrganismos diretamente nos solos
(VASSILEV; VASSILEVA, 2003). Na abordagem de uso de MSP como
inoculante de sementes, a capacidade dos MSP de competir com ou-
tros microrganismos estabelecidos na rizosfera pode ser baixa, fazendo
com que a quantidade de P liberada por eles seja insuficiente para um
aumento substancial do crescimento vegetal (RICHARDSON et al.,
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2009). Neste sentido, uma alternativa seria a substituicdo da inocula-
cao de sementes com MSP pelo uso destes para producdo de fertilizan-
te organomineral a partir da mistura com fosfato de rocha moido e uma
fonte de carbono. Com isto, deve-se produzir biofertilizantes contendo
formas soltveis de P (GOLDSTEIN et al., 1993) a um custo bem mais
baixo que os fosfatos sollveis (superfosfatos simples ou triplo), atual-
mente utilizados.

Segundo Nahas (1999), resultados contrastantes quanto ao uso de
MSP em experimentos de laboratdrio ou campo podem ocorrer porque
a eficiéncia da solubilizacdo depende da estirpe do microrganismo, do
fosfato a ser solubilizado, do tipo de solo, cultivar, acidez e da natu-
reza dos materiais organicos que servirdao como fonte de carbono para
o crescimento dos microrganismos. Portanto, para o desenvolvimen-
to de tecnologias e de processos que maximizem a solubilizacao de
fosfatos naturais de rocha existe a necessidade da geracao de novos
conhecimentos e pesquisas a respeito dos fatores que influenciam o
crescimento dos microrganismos e a melhor maneira de utiliza-los para
producdo de biofertilizantes. Neste sentido, merece atencdo especial
o tipo de matéria orgénica utilizada. Neste caso, deveré ser feito um
screening na colecdo dos microrganismos identificados a partir de
ensaios in vitro, determinando, para cada um, seu potencial de solubi-
lizacdo para cada fonte de fosfato natural (fésforo ligado a Ca, Fe, ou
Al) e para cada grande grupo de fonte de carbono (ex.: esterco bovino
ou cama de frango).

A capacidade dos microrganismos em solubilizar os fosfatos inorga-
nicos é conhecida ha muito tempo e, desde o inicio destes estudos,
tem-se buscado o desenvolvimento de inoculantes de solubilizadores.
Esta é uma tecnologia com grandes possibilidades econ6micas, existin-
do atualmente na Austrélia e no Canadé produtos utilizando tais mi-
crorganismos como inoculantes, tais como JumpStart; Philom Bios, no
Canada, a base de Penicillium bilaiae, e na Austrélia, o PR-70 Release,
produzido pela Bio-Care Technology, utilizando P radicum. Apesar de
algumas tentativas comerciais nessa linha existirem no Brasil, como
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o BioAtivo, produzido pelo Instituto de Fosfato Biolégico Ltda, a pro-
ducao destes biofertilizantes ainda se encontra num estagio inicial,
necessitando-se de mais resultados de pesquisa, tanto na area de
isolamento dos microrganismos mais eficientes quanto na determinacéao
de combinacdes ideais de isolados de MSP, na fonte de fosfato natural
e na fonte de carbono, e finalmente na confirmacao do valor agronémi-
co desta tecnologia. Uma vez dominada, esta tecnologia pode ter alto
impacto na agricultura nacional devido aos seguintes fatores: a) per-
mitir o uso em larga escala de reservas nacionais de fosfato de baixa
reatividade; b) reduzir a dependéncia do pais de fertilizantes quimicos
processados; c) possibilitar uso mais nobre de grandes reservas de ma-
téria organica, como esterco bovino e cama de frango, para a producao
de fertilizantes organo-minerais, reduzindo o impacto ambiental destes
residuos; d) usar esta tecnologia de producao de biofertilizante também
na agricultura familiar. Neste ultimo aspecto, uma estratégia interes-
sante seria possibilitar ao agricultor a producado de um fertilizante rico
em fésforo solldvel na propriedade, utilizando fosfato de rocha e uma
fonte de carbono (esterco) como meio para multiplicar uma quantidade
inicial de MSP. Estes microrganismos solubilizadores seriam produzi-
dos em biofabricas e repassados em doses adequadas aos produtores
interessados. Com isso, serd possivel ao agricultor obter um fertilizante
fosfatado eficiente e de custo bem mais baixo que os das fontes de
alta solubilidade atuais (superfosfatos simples e triplo). Outra vantagem
desta tecnologia é que os microrganismos solubilizadores ficam ativos
nos solos promovendo a solubilizacao gradativa do P que foi adicionado
na forma de fosfatos sollveis e que se encontra adsorvido a particulas
do solo e indisponivel para as plantas. Este fésforo adsorvido pode ser
lixiviado (principalmente via erosdo laminar) para mananciais aquaticos,
promovendo a eutrofizacao de rios e lagos.

Microrganismos mineralizadores de
fosfato organico

A degradacao dos restos vegetais e animais incorporados ao solo,
realizada principalmente por microrganismos, até seus constituintes
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minerais, € chamada de mineralizacdo. Sendo um processo biolégico,
esta sujeito as condicoes do ambiente que favorecam a atividade dos
microrganismos (NAHAS, 1991; RICHARDSON et al., 2009). Alguns
microrganismos do solo desempenham um papel crucial na ciclagem
de nutrientes como decompositores de residuos vegetais, mineralizan-
do compostos orgéanicos e liberando fésforo inorganico (NAHAS et al.,
1994; LOPEZ-HERNANDEZ et al., 1998). Se, por um lado, o princi-

pal mecanismo para solubilizar o P inorganico é a producao de acidos
organicos, por outro lado, o principal mecanismo para a mineralizacao
do P orgéanico de fontes insollveis por microrganismos é a produgcao de
enzimas fosfatases. Os microrganismos tém sido considerados como
os principais produtores destas enzimas no solo (GYANESHWAR et al.,
2002; RICHARDSON et al., 2005; SIQUEIRA et al., 2004; TARAFDAR,;
GHARU, 2006; RICHARDSON et al., 2009), mais que raizes de plan-
tas (TARAFDAR et al., 2001). Richardson et al. (2009) destacaram o
potencial de microrganismos do solo em aumentar a disponibilidade de
P a partir de fitato, pela producao de fitase. Entretanto, estes micror-
ganismos mineralizadores de P organico tém sido pouco estudados e
pouco se conhece sobre estes processos e mecanismos.

No Brasil, os avancos relacionados a pratica do plantio direto tém
proporcionado solos agricultaveis cada vez mais ricos em matéria
orgénica, principalmente devido ao processo de decomposicao da co-
bertura vegetal deixada sob o solo neste tipo de plantio (BAYER et al.,
2004). Em plantio convencional, ocorre uma maior manipulacdo do
solo e um revolvimento de residuos de plantas para o seu interior. Por
outro lado, em plantio direto, o solo é pouco revolvido, os residuos
das plantas permanecem na sua superficie ndo sendo mecanicamen-
te misturados no solo. As raizes das plantas tendem a se concentrar
préoximas a superficie do solo. Normalmente, a parte superficial do
solo do plantio direto possui temperaturas mais baixas, maior acidez,
maior oxidacao e maior umidade que a superficie do solo de plantio
convencional. Estas condicoes em plantio direto tendem a causar um
maior acumulo da matéria organica e menores taxas de decomposicao
que em plantio convencional.
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Estad bem evidenciado que solos ricos em matéria orgdnica contém maior
quantidade de fésforo organico, que se encontra em forma indisponivel
para absorcao pelas raizes das plantas (BAYER et al., 2004; WAKELIN et
al., 2004). A quantidade de P organico nestes materiais é constituida por
30 a 50% de fosfatos de inositol (fitatos), 3 a 5 % de acidos nucléicos

e nucleotideos, 1% de fosfolipideos e outros compostos em quantidades
minimas e outros ainda nao definidos (NAHAS, 1991). Nesse sistema

de plantio torna-se de grande importancia a investigacdao de microrganis-
mos capazes de mineralizar o fésforo indisponivel o que pode resultar na
maior eficiéncia na absorcdo de nutrientes pelas plantas.

No Brasil, dezoito milhdes de hectares sao anualmente plantados sob
plantio direto (CARVALHO, 2010). Como a cultura do milho no Cerra-
do brasileiro vem sendo em grande parte manejada sob plantio direto,
microrganismos mineralizadores de fésforo sdo um potencial a ser
explorado como possiveis inoculantes de sementes de milho em plantio
direto. Nesse sentido, poucos estudos tém investigado grupos especi-
ficos de microrganismos mineralizadores de P a partir de fosfolipidios
(RICHARDSON et al., 2009). A fonte mais comum de fosfolipidios é a
lecitina. O fitato € uma boa fonte de fésforo organico e esta presente
em maior quantidade no solo (RICHARDSON, 2001; WAKELIN et al.,
2004, RICHARDSON et al., 2005), mas sua decomposicdo pode ser
muito limitada porque ele pode facilmente ser adsorvido e precipitado
com metais, formando moléculas insoltveis (NAHAS 1991; SIQUEIRA
et al., 2004). A degradabilidade dos compostos de fésforo organico
depende principalmente das propriedades fisico-quimicas e bioguimicas
de suas moléculas; por exemplo, fosfatos de acidos nucléicos, fosfo-
lipidios e carboidratos sado facilmente quebrados, mas éacidos fiticos,
polifosfatos e fosfonatos sdao decompostos mais vagarosamente (RO-
DRIGUEZ; FRAGA, 1999). No entanto, a habilidade dos microrganis-
mos em solubilizar o fésforo de véarias fontes de P insollveis, organicas
e inorgénicas, tem sido considerada como uma desejavel caracteristica
para uso diversos (RICHARDSON et al., 2005), o que torna também
importante a investigacao desta habilidade em vaérias fontes de P para
os microrganismos da rizosfera de milho.
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Conclusdes e perspectivas

Existe um grande potencial para o desenvolvimento de MSP como
inoculantes. Para sua ampla aplicacao é necessario um maior enten-
dimento da ecologia microbiana e da dindmica das populacdes no
solo, além do desempenho inconsistente em alguns ambientes. Diante
disso, pesquisas visando a melhoria do processo de solubilizacao, do
desempenho e da interacdao do MSP com outros microrganismos no
solo e a sua utilizacdao como inoculantes sao necessarias. Métodos

de producao de inéculos (por exemplo o uso de veiculos apropriados,
viabilidade e avaliacao da longevidade do inéculo) e a possibilidade do
desenvolvimento de interagcdes com fungos micorrizicos e bactérias
fixadoras de nitrogénio precisa ser considerada. O desenvolvimento
de melhores métodos de screening dos MSP e o entendimento da
base genética da solubilizacdo de P pode ajudar no desenvolvimento
de inoculantes mais eficientes.

Outra possibilidade é a manipulagcdo genética dos microrganis-
mos visando melhorar a sua capacidade de solubilizacdo de fosfato e/
ou a introducao desta caracteristica em outros microrganismos impor-
tantes para o crescimento das plantas. A manipulacdo genética pela
tecnologia do DNA recombinante oferece uma abordagem vidvel para a
obtencéao de linhagens melhoradas. Clonagem de genes envolvidos no
processo de solubilizacdo do fosfato mineral, tais como os fatores que
influenciam a sintese de acidos organicos, seria o primeiro passo nesse
programa de manipulacao genética. Subclonagem destes genes em
vetores apropriados e sua transferéncia e expressao para outras cepas
pode ser um processo bem sucedido para melhorar a capacidade de so-
lubilizacdo de fosfato de linhagens selecionadas. Além disso, a selecao
por métodos de genética classica de mutantes com aumento de produ-
cao de acidos organicos poderia constituir uma abordagem eficaz que
nao pode ser subestimada.
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