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RESUMO 
 

MARRA, Leandro Marciano. Fixação biológica de nitrogênio e solubilização 
de fosfatos por bactérias isoladas de nódulos de caupi [Vigna unguiculata 
(L.) Walp.]. 2009. 87p. Dissertação (Mestrado em Ciências do Solo) - 
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG1.  

 

A fixação biológica do nitrogênio e a solubilização de fosfatos 
inorgânicos insolúveis são processos mediados por microrganismos do solo os 
quais podem aumentar a produtividade das culturas. O objetivo deste trabalho 
foi isolar e selecionar bactérias nodulíferas em caupi eficientes na fixação 
biológica de nitrogênio e na solubilização de fosfatos insolúveis, e identificar e 
quantificar os ácidos orgânicos produzidos possivelmente relacionados à 
capacidade solubilizadora. Estas bactérias foram isoladas de dois solos contendo 
concentrações elevadas de P insolúvel, oriundos das cidades de Lavras e de 
Patos de Minas, utilizando como planta isca o feijão caupi [Vigna unguiculata 
(L.) Walp.]. Foram obtidos 78 isolados, os quais foram caracterizados de acordo 
com suas características culturais em meio de cultura 79 juntamente com as 
estirpes UFLA 03-84, INPA 03-11B e BR3267 (aprovadas pelo Ministério da 
Agricultura Pecuária e Abastecimento – MAPA), para produção de inoculante 
para o feijão caupi) e também a estirpe de Burkholderia cepacia (LMG1222), 
utilizada como controle positivo na solubilização de fosfatos. Avaliou-se a 
eficiência simbiótica (Fixação Biológica de Nitrogênio - FBN) em casa de 
vegetação e a eficiência na solubilização de fosfatos insolúveis ligados a cálcio 
(CaHPO4), alumínio (AlH6O12P3) e ferro (FePO4.2H2O) em meio sólido e 
líquido. Os isolados que se destacaram na solubilização destas fontes de fosfatos 
foram avaliados também quanto à produção dos ácidos orgânicos: cítrico, 
glucônico, lático, oxálico, propiônico e succínico. Verificou-se que as 
comunidades de bactérias isoladas de nódulos de feijão caupi dos dois solos são 
distintas e apresentam grande variabilidade na eficiência dos processos de FBN 
e solubilização de fosfatos insolúveis. A inoculação com os isolados L14, P6, 
P10, P20, P31 e P40 proporcionou maior crescimento das plantas, maior 
nutrição de nitrogênio e boa nodulação quando comparadas com as estirpes 
aprovadas pelo MAPA e com o controle nitrogenado. Maior número de isolados 
solubilizaram fosfatos insolúveis em meio líquido em relação ao meio sólido, e 
sua capacidade de solubilização decresceu na seguinte ordem: P-Ca > P-Fe > P-
Al. A solubilização de P-Ca e P-Fe, pelos isolados, foi relacionada com a 
diminuição do pH no meio líquido. Os isolados P31 e P40 se destacaram na 
                                            
1Comitê Orientador: Cláudio Roberto Fonsêca Sousa Soares - UFLA 
(Orientador), Fátima Maria de Souza Moreira - UFLA (Co-Orientadora). 
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solubilização de P-Ca, enquanto os isolados P22 e P29 na solubilização de P-Al 
e os isolados P28 e P39 na solubilização de P-Fe, juntamente com estes se 
encontra a estirpe LMG1222 que também apresentou alta solubilização nas 
diferentes fontes de fosfatos. Os principais ácidos orgânicos produzidos por 
isolados selecionados foram o propiônico, lático + succínico, glucônico, oxálico 
e cítrico. No entanto não houve correlação quantitativa desses com a 
solubilização de fosfatos. A maioria dos ácidos orgânicos produzidos por 
isolados com capacidade solubilizadora de P-Ca atuaram acidificando o meio de 
cultura, enquanto no meio com P-Fe todos atuaram quelando o íon Fe3+. Desta 
forma, os bons desempenhos apresentados por alguns isolados nos experimentos 
avaliados os tornam promissores para futuros testes de eficiência agronômica em 
feijão caupi. 

 
Palavras chaves: diversidade fenotípica, fosfatos inorgânicos insolúveis, 
bactérias solubilizadoras de fosfatos, ácidos orgânicos. 
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ABSTRACT 
 
MARRA, Leandro Marciano. Biological nitrogen fixation and phosphate 
solubilization by bacteria isolated from cowpea nodules [Vigna unguiculata 
(L.) Walp.]. 2009. 87p. Dissertation (Master Program in Soils Science) - 
Federal University of Lavras, Lavras, MG1. 
 
 

The biological nitrogen fixation and solubilization of insoluble inorganic 
phosphates are processes mediated by soil microorganisms which can increase 
crop productivity. The objective of this study was to isolate and select bacteria 
nodulating cowpea and efficient in biological nitrogen fixation and 
solubilization of insoluble phosphates and, to identify and quantify the organic 
acids produced, possibly related to the solubilizing capacity. These bacteria were 
isolated from two soils containing high concentrations of insoluble P, from the 
cities of Lavras and Patos de Minas, by using cowpea [Vigna unguiculata (L.) 
Walp.] as trap species. 78 isolates were obtained which were characterized 
according to their cultural characteristics in the 79 culture medium together with 
strains UFLA 03-84, INPA 03-11B and BR3267 (approved by the Ministério da 
Agricultura Pecuária e Abastecimento – MAPA, for the production of cowpea 
inoculants) and also strain Burkholderia cepacia LMG1222, used as positive 
control in the solubilization of phosphates. To symbiotic efficiency (biological 
nitrogen fixation - BNF) was evaluated in the greenhouse and efficiency in the 
solubilization of insoluble phosphates linked to calcium (CaHPO4), aluminum 
(AlH6O12P3) and iron (FePO4.2H2O) on solid and liquid media. Strains with high 
efficiency in phosphate solubilization were also evaluated regarding the 
production of organic acids: citric, gluconic, lactic, oxalic, propionic and 
succinic. It was found that communities of bacteria isolated from cowpea 
nodules in the two soils are different and showed great variability in the 
efficiency of BNF and solubilization of insoluble inorganic phosphates. The 
inoculation with isolates L14, P6, P10, P20, P31 and P40 provided greater plant 
growth, higher nitrogen nutrition and good nodulation compared to the strains 
approved by MAPA and to the nitrogen control. Larger numbers of isolates 
solubilized phosphates in liquid than in solid medium and their solubilization 
capacity decreased in the following order: Ca-P > Fe-P > Al-P. The 
solubilization of Ca-P and Fe-P was related to the pH decrease in liquid 
medium. Isolates P31 and P40 stand out in the solubilization of P-Ca, while the 
isolates P22 and P29 in the solubilization of Al-P and isolates P28 and P39 in 
solubilization of Fe-P, together with these is the strain LMG1222, which also  
_______________ 
1Guidance comittee: Cláudio Roberto Fonsêca Sousa Soares - UFLA (Advisor), 
Fátima Maria de Souza Moreira - UFLA (Co-advisor). 
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showed high solubility in the various sources of phosphates. The main organic 
acids produced by the isolates were propionic, succinic + lactic, gluconic, oxalic 
and citric. However there was no quantitative correlation of these with the 
solubilization of phosphates. Most organic acids produced by isolates capable of 
solubilizing Ca-P acted acidifying the culture medium, while in medium with 
Fe-P all isolates quelated the Fe3+ ion. So the good performance shown by some 
isolates evaluated in the experiments make them promising for future 
experiments on agronomic efficiency in cowpea. 
 
 
Key words: phenotypic diversity, insoluble inorganic phosphates, phosphate 
solubilizing bacteria, organic acids. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Depois do nitrogênio (N), o fósforo (P) é o nutriente que mais limita o 

crescimento das plantas e microrganismos. Na maioria dos solos este elemento 

encontra-se em baixa disponibilidade, sendo necessária a aplicação de altas 

dosagens de adubos fosfatados para a obtenção de altas produtividades, 

tornando-se assim, um dos fatores mais limitantes à produtividade vegetal. Essa 

baixa disponibilidade é devida tanto à sua deficiência generalizada em solos 

tropicais quanto à sua imobilização em decorrência das fortes interações que 

apresenta com os constituintes destes solos, formando fosfatos insolúveis de 

cálcio (Ca), alumínio (Al) e ferro (Fe). Fosfatos inorgânicos insolúveis em solos 

alcalinos estão associados a compostos de Ca, enquanto que em solos ácidos 

estão associados a compostos de Al e Fe (Raij, 1991). Dessa forma, a 

solubilização de fosfatos inorgânicos insolúveis é uma importante estratégia para 

aumentar a disponibilidade deste no solo. 

Uma das alternativas que possibilita a melhoria na eficiência de uso das 

fontes de fósforo presente nos solos é o uso de microrganismos solubilizadores. 

Desde o final da década de 40, Gerretsen (1948) já demonstrava que algumas 

bactérias rizosféricas são capazes de solubilizar fosfato de rocha, resultando 

assim, em melhor desenvolvimento das plantas. Essa capacidade de 

solubilização de fosfatos insolúveis existe até mesmo entre os fitossimbiontes, 

sendo o rizóbio uma das espécies com maior potencial de solubilização 

(Rodriguez & Fraga, 1999). O principal mecanismo de solubilização de fosfatos 

utilizado pelos microrganismos tem sido atribuído a habilidade destes em 

diminuir o pH ao seu redor, principalmente, pela produção de ácidos orgânicos. 

Entretanto, pouco se sabe sobre os mecanismos de solubilização empregados 

principalmente, por bactérias da família Rhizobiaceae (Halder et al., 1990, 1991, 

1992; Halder & Chakrabarty, 1993) e poucos são os trabalhos que abordam a 
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identificação e quantificação de ácidos orgânicos na solubilização de fosfatos 

insolúveis, e quando há são a maioria para P-Ca. 

Nesse contexto, a utilização da simbiose leguminosa-rizóbio é um 

processo chave para o manejo agrícola sustentável, a fim de proporcionar às 

plantas menor dependência da aplicação de fertilizantes químicos, pois além da 

capacidade de fixar nitrogênio atmosférico, alguns isolados são capazes de 

solubilizar fosfatos pouco solúveis, favorecendo assim, o crescimento vegetal. 

Sendo assim, é importante a seleção de estirpes que, além de eficientes 

no processo de fixação biológica de nitrogênio atmosférico, sejam capazes de 

solubilizar fosfatos insolúveis, podendo reduzir custos, aumentando a 

produtividade e a lucratividade das culturas. Portanto, os objetivos do presente 

trabalho foram isolar e selecionar bactérias nodulíferas em caupi eficientes na 

fixação biológica de nitrogênio e na solubilização de fosfatos insolúveis, e 

identificar e quantificar os ácidos orgânicos produzidos possivelmente 

relacionados à capacidade solubilizadora. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Importância da fixação biológica de nitrogênio e do feijão caupi 

O nitrogênio é um elemento essencial para todas as formas de vida. Nos 

vegetais o N é constituinte de vários compostos como os aminoácidos, ácidos 

nucléicos, clorofila, proteínas e enzimas. Assim, as principais reações 

bioquímicas em plantas e microrganismos envolvem a presença do N, o que o 

torna um dos elementos absorvidos em maiores quantidades pelas plantas. Por 

estas razões, torna-se um insumo empregado em grandes quantidades na 

agricultura moderna na forma de fertilizantes, o que na maior parte das culturas 

representa o nutriente com maior custo na fertilização das lavouras.  

De todos os elementos que circulam no sistema solo-planta-atmosfera, o 

N é o que sofre maior número de transformações bioquímicas no solo (Moreira 

& Siqueira, 2006), uma vez que este ambiente é dinâmico e abriga processos 

importantes mediados por microrganismos, destacando-se a ciclagem de 

nutrientes (Bending et al., 2004). A fixação biológica de nitrogênio atmosférico 

(FBN) é um processo importante por aumentar o teor de nitrogênio no solo. 

Estima-se que a FBN contribui com 139 milhões de toneladas de nitrogênio por 

ano em sistemas terrestres (Moreira & Siqueira, 2006). Uma tecnologia já bem 

desenvolvida e utilizada no Brasil é o uso de inoculantes bacterianos como 85% 

da fonte de fertilizante nitrogenado na cultura da soja (Lopes, 2007), 

destacando-se por ser um recurso natural e renovável, de baixo custo e sem 

impacto ambiental, gerando economia estimada de 3,2 Tg ano-1 de N para o país 

(Filoso et al., 2006). 

A FBN é mediada por uma parcela de procariotos (bactérias) que 

possuem um complexo enzimático chamado nitrogenase. Estas bactérias são 

encontradas no solo e podem invadir (penetrar) os tecidos radiculares e ou 

caulinares de plantas leguminosas, provocando hipertrofia (nódulos) nestes 
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tecidos. Estas bactérias podem ser nomeadas de bactérias fixadoras de nitrogênio 

nodulíferas em leguminosa (BFNNL). Nos nódulos, as BFNNL se diferenciam 

em bacteróides e conseguem reduzir o N2, transformando-o em NH3, o qual é 

disponibilizado para a espécie leguminosa. Esta, por sua vez, disponibiliza 

fontes de energia e carbono para as bactérias, formando a simbiose, onde os dois 

organismos se beneficiam (Moreira & Siqueira, 2006). 

As leguminosas possuem o mecanismo simbiótico mais sofisticado e 

eficiente entre as associações de plantas com bactérias fixadoras de nitrogênio. 

A maioria das espécies de importância econômica é capaz de nodular e fixar 

nitrogênio atmosférico em condições mínimas de nitrogênio no solo. A taxa de 

fixação varia com a espécie, mas é geralmente limitada pelas condições abióticas 

do solo, como acidez e Al+3 tóxico (Duguma et al., 1988; Hungria & Vargas, 

2000), temperatura, umidade e concentração de metais pesados (Moreira, 2008). 

Dentre as leguminosas, destaca-se o feijão caupi [Vigna unguiculata (L.) 

Walp.] que é uma planta pertencente à subfamília Papilionoideae. Originário da 

África, sendo introduzido no Brasil no século XVII pelos portugueses 

colonizadores e seus escravos africanos, o feijão caupi é uma cultura importante 

em diversas regiões tropicais e subtropicais, onde é utilizado, principalmente, 

como alimento básico de elevado valor protéico pelas populações menos 

favorecidas. Trata-se de uma espécie bem adaptada às condições brasileiras de 

clima e solo, dotada de grande rusticidade que lhe confere tolerância tanto à seca 

como à umidade excessiva e capacidade de se desenvolver razoavelmente em 

áreas de baixa fertilidade (Oliveira & Carvalho, 1988). 

É considerada uma leguminosa promíscua, pois pode associar-se com 

diversos gêneros de rizóbio para obter nitrogênio por simbiose (Lewin et al., 

1987; Soares et al., 2006), possuindo as estirpes UFLA 03-84, INPA 03-11B e 

BR3267, recomendadas com inoculante pela RELARE (Rede de Laboratórios 

para Recomendação, Padronização e Difusão de Tecnologia de Inoculantes 
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Microbiológicos de Interesse Agrícola) e autorizada pelo MAPA (Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento) para produção de inoculante. Esta 

associação pode contribuir com valores entre 40 a 90% do total de nitrogênio 

acumulado pela cultura (Rumjanek et al., 2005). Portanto, é utilizada com 

sucesso como planta isca na obtenção de BFNNL. 

 

2.2 Avaliação da diversidade de BFNNL 

A avaliação da diversidade de bactérias é realizada por diversas técnicas 

baseadas em características fenotípicas e genotípicas. Alguns exemplos de 

técnicas que podem ser utilizadas para a caracterização e para a avaliação da 

diversidade de microrganismos são a avaliação das características culturais, 

avaliação de perfis de proteína total por eletroforese em gel de poliacrilamida - 

SDS-PAGE (Sodium Dodecil Sulphate – Poliacrylamide Gel Eletrophoresis), 

diversidade e filogenia dos genes nodC e nifH, composição celular de ácidos 

graxos, polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD), amplificação de 

elementos repetitivos do genoma (rep-PCR), polimorfismo no comprimento de 

fragmentos de restrição (RFLP), hibridização DNA-DNA, entre outros (Harrison 

et al., 1992; Moreira et al., 1993; Pereira, 2000; Moreira & Siqueira, 2006). 

 Apesar destas sofisticadas técnicas moleculares, a utilização de 

características culturais para identificação dos isolados ainda é útil, 

principalmente em países que não possuem condições de utilizar tecnologias de 

alto custo. Dentre as características culturais que podem ser avaliadas citam-se a 

produção de exopolissacarídeos, o tamanho, o formato, a cor e o tempo de 

formação de colônias isoladas, a alteração do pH do meio de cultura e a taxa de 

crescimento (Vincent, 1970; Moreira et al., 1993). 

Por meio destas características, os gêneros de rizóbio descritos até o 

momento podem ser diferenciados com base em características culturais e 

morfológicas em meio de cultura 79 (Fred & Waksman, 1928), conforme 
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abordado por Moreira (1991) e Moreira & Siqueira (2006). Jesus et al. (2005) 

utilizaram com sucesso as características culturais na diferenciação de isolados 

de bactérias fixadoras de nitrogênio provenientes de três sistemas de uso da 

terra, na região do Alto Solimões, localizadas no estado do Amazonas. 

Muitas destas características fenotípicas são estudadas com o objetivo 

não somente de caracterização, mas de verificar a provável adaptabilidade 

ecológica dos diferentes isolados às condições ambientais prevalentes no 

ecossistema para o qual se procede a seleção do rizóbio-inoculante (Chagas- 

Júnior, 2007). Além disso, algumas dessas características, tal como produção de 

exopolissacarídeos (Yi et al., 2008) e alteração do pH do meio de cultura 

(Sperber, 1958) podem ser empregadas para diferenciar isolados que possuem 

capacidade de solubilizar fosfatos inorgânicos insolúveis. Portanto, estas 

análises de agrupamento por meio das características culturais são importantes 

na diferenciação destes isolados. 

 

2.3 Fósforo e microrganismos solubilizadores de fosfatos 

O fósforo é um elemento importante a todas as formas de vida por 

compor biomoléculas como ácidos nucléicos, adenosina tri-fosfato (ATP), 

coenzimas, fosfoproteínas e fosfolipídeos, além de ser crucial no metabolismo 

das plantas, desempenhando papel importante na transferência de energia da 

célula, na respiração e na fotossíntese (Raghothama, 1999; Grant et al., 2001). 

Nos humanos, este nutriente é responsável por 20% dos minerais do corpo 

(Stauffer & Sulewsku, 2004). 

Dentre os vários nutrientes que as plantas precisam para a produção, o 

fósforo é o mais limitante nos solos tropicais e sub-tropicais, devido à sua 

dinâmica, tornando limitada a produtividade vegetal nestes solos (Malavolta, 

1976; Raij, 1991; Novais & Smith, 1999; Novais et al., 2007). 
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O Brasil possui a maior área de terras agricultáveis do mundo, mas esta 

é dominada por solos de baixa fertilidade que requerem a aplicação de grandes 

quantidades de corretivos e fertilizantes, destacando-se os fosfáticos. As culturas 

brasileiras apresentam excelentes respostas a fósforo, que se tornou um insumo 

essencial para o agronegócio brasileiro, especialmente nas novas fronteiras do 

cerrado, onde mais de 90% dos solos apresentam extrema deficiência em P, com 

menos de 2 mg kg-1 de P extraído por Mehlich-1 (Lopes, 1989). A demanda 

brasileira por este recurso é muito expressiva e crescente e tem sido atendida em 

sua grande maioria empregando matéria prima importada. Portanto, o P é um 

recurso estratégico para o país, pois sem este nossa produção fica comprometida. 

 Segundo Lopes et al. (2004) as reservas mundiais de rochas fosfáticas 

para a produção de fertilizantes são adequadas para os próximos 120 anos, 

considerando os padrões e processos de transformações atuais. Por isso, é 

necessário dar prioridade a pesquisas que possam aumentar a eficiência de 

utilização de P pelas plantas cultivadas, contribuindo assim, para aumentar a 

vida útil das jazidas de rochas fosfáticas em exploração, lembrando que este 

elemento não tem sucedâneo e é finito.  

 O balanço de nutrientes na agricultura brasileira feita por Malavolta 

(2002) mostra que o N apresenta déficit de 2,6 milhões de toneladas ano-1 e o 

potássio (K) apresenta déficit de 1,2 milhões de toneladas ano-1, ambos 

considerados altos, mas para o P há um balanço positivo de 0,59 milhões de 

toneladas ano-1, indicando grande retenção no solo. De fato, a quantidade de P 

em diferentes frações em solos brasileiros cultivados por mais de 10 anos 

aumentou em média 2,8 vezes para fosfato de alumínio, 2,3 vezes para fosfato 

de ferro e praticamente sem alteração para fosfato de cálcio (Motta et al., 2002). 

A maior parte do P aplicado ao solo fica retida em suas partículas, acumulando-

se, com o tempo, na forma de fosfato inorgânico insolúvel, que são estáveis e 

podem ser determinado por fracionamento químico (Chang & Jackson, 1957), 
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com a predominância de fosfato de ferro > fosfato de alumínio > fosfato de 

cálcio para a maioria dos solos. Estas formas são muito estáveis e de baixa 

reversibilidade, não sendo aproveitáveis pelas plantas. Além disso, a 

solubilidade destas formas diminui com suas respectivas idades (Raij, 2004). 

Goldstein et al. (1993) estimam que a quantidade de P acumulada nos solos 

agrícolas seria suficiente para sustentar a produção agrícola mundial por cerca 

de 100 anos sem a adição do P extra, se o P retido já aplicado nos solos pudesse 

ser aproveitado pelas culturas. 

Vários grupos importantes da comunidade microbiana edáfica ou da 

rizosfera possui a habilidade de solubilizar fosfatos inorgânicos insolúveis, por 

meio de mecanismos diversos (Gerretsen, 1948; Sperber, 1957, 1958; Paul & 

Sundara-Rao, 1971; Sylvester-Bradley et al., 1982; Gyaneshwar et al., 1998; 

Rashid et al., 2004), tornando a solubilização de diferentes fontes de fósforo 

insolúveis (ortofosfatos, hidroxiapatita, variscita, estrengita e etc) uma das 

principais alternativas sustentáveis para aumentar a quantidade deste nutriente 

disponíveis às plantas (Ralston & McBride, 1976; Laheurte & Berthelin, 1988; 

Chabot et al., 1993, 1996, 1998; Antoun et al., 1998; Kim et al., 1998; Pal, 1998; 

Gyaneshwar et al., 2002; Souchie et al., 2005b; Richa et al., 2007). Gerretsen 

(1948) conseguiu demonstrar que a atividade microbiana na rizosfera pode 

dissolver o fósforo inorgânico insolúvel e promover o crescimento de plantas. 

Essa capacidade solubilizadora existe até mesmo entre os 

fitossimbiontes, como rizóbio (Allorrhizobium, Bradyrhizobium, 

Mesorhizobium, Rhizobium, e Sinorhizobium) e fungos micorrízicos (ecto e 

endomicorrízicos) (Halder et al., 1990; Surange & Kumar, 1993; Seshadri et al., 

2000; Peix et al., 2001; Rodriguez et al., 2004; Siqueira et al., 2004; Alikani et 

al., 2006; Daimon et al., 2006; Rivas et al., 2006; Sridevi et al., 2007), sendo que 

Rodriguez & Fraga (1999) destacam o Rhizobium, juntamente com 
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Pseudomonas e Bacillus, como as espécies com maiores potencial de 

solubilização. 

Além da capacidade de fixar nitrogênio contribuindo para o balanço 

desse nutriente nos ecossistemas, quando em simbiose com espécies da família 

Leguminosae, os isolados de rizóbio também solubilizam fosfatos inorgânicos 

insolúveis, disponibilizando o fósforo para as plantas, tornando assim, uma 

alternativa de uso não somente em leguminosas (Rivas et al., 2006), mas 

também em espécies de outras famílias como, por exemplo, nas Brassicaceae 
(Antoun et al., 1998; Elvia et al., 2008) e Gramineae (Chabot et al., 1993, 1996; 

Peix et al., 2001; Selvakumar et al., 2008). 

Alguns trabalhos têm demonstrado que a inoculação de Rhizobium 

promove a solubilização de fósforo do solo aumentando a produção de espécies 

não leguminosas como milho e alface (Chabot et al., 1993, 1996). Neste 

experimento, foi observado que a solubilização parece ser um mecanismo 

importante para a promoção de crescimento da planta em um solo 

moderadamente fértil e em outro muito fértil, por causa do aumento da 

disponibilidade do nutriente. Peix et al. (2001) também demonstraram que 

isolados de Mesorhizobium mediterraneum promoveu o crescimento, 

aumentando a produção de matéria seca, a absorção de nitrogênio, fósforo, 

potássio, magnésio e cálcio em espécies leguminosas como o grão-de-bico 

(Cicer arietinum) e não leguminosas como a cevada (Hordeum vulgare). Em 

ambos os estudos, os isolados foram eficientes na promoção de crescimento por 

meio da solubilização de fosfatos insolúveis, ainda que bactérias desse grupo 

sejam estudadas como fixadoras simbióticas de nitrogênio em leguminosas.  

Microrganismos com capacidade de solubilizar diferentes formas de 

fosfatos têm maior potencial para o aproveitamento do P presente na fase sólida 

do solo, constituindo-se em alternativa viável para inoculação de plantas.  



 10

A eficiência da inoculação varia com o tipo de solo, cultivares 

envolvidas, microrganismos utilizados, fatores ambientais, dentre outros. 

Entretanto, o conteúdo de fósforo no solo é provavelmente um dos fatores 

cruciais para determinar a eficácia do produto (Nahas, 1999). Por sua vez, as 

espécies vegetais, por meio de efeito rizosférico diferenciado, também 

influenciam e favorecem as populações de solubilizadores e, assim, estas podem 

contribuir de maneira mais significativa para a nutrição vegetal (Moreira & 

Siqueira, 2006). Segundo Sylvester-Bradley et al. (1982), na rizosfera de 

gramíneas como Brachiaria decumbens e Hyparrhenia rufa é encontrada menor 

incidência de solubilizadores, enquanto nas leguminosas Zornia sp. e 

Desmodium ovalifolium, encontraram-se as maiores incidências.  

A inoculação pode introduzir alterações nas populações do solo que 

podem aumentar a disponibilidade de nutrientes e consequentemente o 

crescimento e rendimento das plantas. No entanto, para a maximização do 

processo de solubilização, ainda há a necessidade de um melhor conhecimento 

destes microrganismos e dos mecanismos utilizados na solubilização, uma vez 

que este processo não é explorado mesmo em pequena escala.  

 

2.4 Mecanismos de solubilização de fosfatos 

 A capacidade dos microrganismos solubilizar fosfatos inorgânicos 

insolúveis tem sido atribuída a capacidade destes em reduzir o pH ao seu redor. 

Segundo Stumm & Morgan (1995) e Whitelaw (2000) o abaixamento do pH 

promove uma maior solubilização de fosfatos inorgânicos insolúveis tais como 

CaHPO4, AlPO4 e FePO4. 

Neste contexto, têm-se duas teorias sobre os mecanismos de 

solubilização: a teoria da produção de ácidos orgânicos (Sperber, 1957, 1958; 

Duff & Webley, 1959; Taha et al., 1969; Halder et al., 1990; Cunningham & 
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Kuiack, 1992; Hariprasad & Niranjana 2009), e a teoria da extrusão de prótons 

(H+) (Illmer & Schinner, 1992; Illmer et al., 1995). 

 A teoria dos ácidos orgânicos é frequentemente, a mais aceita e estudada 

pelos pesquisadores. Nesta teoria as fontes de fosfatos inorgânicos insolúveis 

são solubilizadas pelos microrganismos solubilizadores de fosfato (MSF) por 

meio da produção de ácidos orgânicos que tanto podem diminuir o valor do pH 

quanto atuar como agentes quelantes dos metais acompanhante do íon fosfato 

(Ca, Al e Fe) (Bolan et al., 1994; Nahas, 1999; Lin et al., 2006) Assim, o fosfato 

inorgânico insolúvel é convertido a fosfatos solúveis (H2PO4
- e HPO4

-2), os quais 

se tornam disponíveis para as plantas.   

Nesta teoria a oxidação da glicose, por meio da enzima glicose 

desidrogenase (GDH), a ácido glucônico, que por ação da enzima ácido 

glucônico desidrogenase (GADH) é oxidada a ácido 2-cetoglucônico, resultando 

na acidificação da região ao redor da célula, forma o metabolismo básico e 

eficiente de solubilização de fosfatos para algumas bactérias Gram negativas 

(Kpomblekou-A & Tabatabai, 1994; Babu-Khan et al., 1995; Rodriguez & 

Fraga, 1999; Kim et al., 2003; Song et al., 2008). Lin et al. (2006), estudando a 

influência dos prótons (H+) liberados na oxidação do ácido glucônico, 

demonstraram claramente que a concentração de prótons em solução é um dos 

fatores mais importantes na solubilização de fosfatos por Burkholderia cepacia.  

Portanto, a solubilização de fosfatos por meio da oxidação dos ácidos orgânicos, 

e consequente diminuição do pH, requer um suprimento adequado de H+. 

 Vários ácidos orgânicos são produzidos por MSF (Tabela 1). Um ácido 

identificado em estirpes de Rhizobium leguminosarum bv viceae, que apresentou 

capacidade de solubilização entre 47 e 52% de fosfato de rocha em meio de 

cultura extrato de levedura glicose (AYG), após três dias de incubação, foi o 

ácido 2-cetoglucônico (Halder et al., 1990). Alikhani et al. (2006), trabalhando 

com isolados de rizóbio, após 15 dias de incubação em meio Sperber (1958)  
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TABELA 1 Ácidos orgânicos produzidos por microrganismos solubilizadores de 
fosfatos (MSF).  

 
MSF Ácidos Orgânicos(1) Referência 

Aspergillus niger O + C + G Illmer et al. (1995) 
Aspergillus niger O + C + G + Gl + S Sperber (1958) 
Aspergillus sp G + M + O + C Chuang et al. (2007) 
Azospirillum brasilense,         
Azospirillum lipoferum G Rodriguez et al. (2004) 

Azotobacter sp G + O Hariprasad & Niranjana (2009) 
Azotobacter sp O + G +  S + T + F + L Yi et al. (2008) 
Bacillus megaterium L + Mal Taha et al. (1969) 
Bacillus megaterium P + C + L Chen et al. (2006) 
Bacillus subitilis Ib + G Hariprasad & Niranjana (2009) 
Bacillus atrophaeus Ib + P + S Vazquez et al. (2000) 

Burkholderia cepacia G + 2KTG Lin et al. (2006) e Song et al. 
(2008)  

Enterobacter intermedium G + 2KTG Kim et al. (2003) 
Citrobacter sp G + A Patel et al. (2008) 
Enterobacter intermedium G + 2KTG Hwangbo et al. (2003) 
Enterobacter sp O + C + M + S + T + F Yi et al. (2008) 
Penicillium sp L + Gl Sperber (1958) 
Pseudomonas cepacia G Babu-Khan et al. (1995) 
Pseudomonas corrugata 2 KTG Trivedi & Sa (2008) 
Pseudomonas sp C + G Taha et al. (1969) 
Rhizobium leguminosarum 2 KTG Halder et al. (1990) 
Rodococcus erythropolis G + C Chen et al. (2006) 
Serratia marcescens G + C + S + L Chen et al. (2006) 
(1) A = acético, C = cítrico, 2KTG = 2-cetoglucônico, F = fumárico, Gl = glicólico, G = 
glucônico, Ib = Isobutírico, L = lático, Mal = maléico, M = málico, O = oxálico, P = 
propiônico, S = Succínico, T = tartárico. 

 

 

demonstraram uma capacidade de solubilização de Ca3(PO4)2, por Rhizobium 

leguminosarum bv viceae na ordem de 39,4%, Sinorhizobium meliloti na ordem 

de 22,5%, Mesorhizobium ciceri e M. mediterraneum na ordem de 20,4% e 
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Rhizobium leguminosarum bv phaseoli na ordem de 17,7%, todos apresentando 

diminuição de pH. 

 A quelação pelos ácidos orgânicos ocorre pela via oxigenada, contendo 

grupos hidroxílicos e carboxílicos (Whitelaw, 2000). Esta quelação envolve a 

molécula ligante (ácido orgânico) e o metal acompanhante do íon fosfato, 

resultando na formação de uma estrutura complexa, sendo que o grau de 

complexação depende da molécula de ácido orgânico envolvida (número de 

grupos caboxílicos), da concentração desta e do pH da solução do solo (Jones, 

1998). Ácidos orgânicos com apenas um grupo caboxílico (lático, glucônico, 

propiônico, fumárico, acético) possuem baixa habilidade de complexação, já os 

que têm dois ou mais grupos (málico, oxálico, tartárico, succínico, cítrico) 

apresentam uma maior habilidade de complexação (Kpomblekou-A & 

Tabatabai, 2003). A constante de estabilidade do ácido-metal envolvidos, como 

demonstrado por Jones (1998), também interfere neste processo, onde os ácidos 

cítrico, málico e oxálico apresentam alta afinidade pelos metais trivalentes Fe3+ e 

Al3+. Johnson & Loeppert (2006), estudando a influência de ácidos orgânicos na 

solubilização de fósforo ligados a óxidos de ferro, verificaram que os ácidos 

cítrico e málico foram os mais eficazes. Já Essington et al. (2005), estudando a 

influência dos ácidos 2-cetoglucônico e cítrico na solubilidade dos minerais 

gibbsita e goethita, verificaram a especial importância destes, no ciclo do 

fósforo, onde eles aumentaram a solubilidade do fosfato.  

Além de complexar os cátions ligados ao fosfato, resultando na 

liberação de P, os grupos carboxílicos também competem com o ânion de P 

pelos sítios de adsorção, diminuindo assim, a fixação do P nas partículas do 

solo, o que aumenta sua disponibilidade para as plantas. 

Alguns autores (Halder et al., 1990; Hwangbo et al., 2003; Chuang et al., 

2007) demonstraram que a quantidade de P solubilizada por diferentes 

microrganismos foi equivalente à produção de ácidos orgânicos no meio de 
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cultura. Entretanto, para Illmer et al. (1995) não existe uma correlação linear e 

positiva  da solubilização de fosfato com a quantidade de ácido produzido. Foi 

neste contexto que estes autores propuseram a teoria da extrusão de prótons 

(H+), uma vez que, apenas a produção de ácidos orgânicos não seria o único 

mecanismo de solubilização de fosfatos inorgânicos insolúveis. Eles observaram 

que a solubilização também é dependente dos mecanismos que envolvem o 

crescimento microbiano e que favorecem a extrusão de prótons (H+) resultantes 

da assimilação de NH4
+ ou pelo mecanismo de translocação do H+ pela ATPase 

no processo de produção de energia pela hidrólise do ATP.  

Illmer & Schinner (1992), avaliando a solubilização de Ca5OH(PO4)3 

por Pseudomonas sp. e Penicillium aurantiogriseum, observaram que houve 

solubilização sem, necessariamente, haver produção de ácidos orgânicos. A 

liberação de H+ acompanhada da absorção de NH4
+ estaria relacionada com a 

solubilização de fosfatos inorgânicos insolúveis (Illmer et al., 1995; Xie, 2008). 

Vários trabalhos têm demonstrado que a quantidade de fósforo solubilizado em 

meio com amônio é maior do que em meio com nitrato (Asea et al., 1988; 

Nautiyal, 1999; Sridevi et al., 2007; Sharan et al., 2008). 

Outros mecanismos devem existir, visto que correlações negativas 

significativas entre pH e P solúvel não foram encontradas por alguns autores 

(Nahas, 1996; Chaiharn & Lumyong, 2009; Jha et al., 2009), evidenciando 

assim, que pode ocorrer solubilização sem, necessariamente, haver diminuição 

de pH.  

Portanto, independente do mecanismo utilizado, pode-se presumir que 

um balanço entre os íons secretados e absorvidos deve prevalecer a fim de 

adequar o metabolismo interno microbiano a um equilíbrio iônico (Nahas, 

1999). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Amostragem do solo e captura de bactérias que nodulam leguminosas 

por meio de planta isca 

 As amostras de solos foram coletadas na cidade de Lavras – MG, nas 

coordenadas: S 21º 13´ 43,6´´ e W 44º 58´ 19,4´´, e na cidade de Patos de Minas – 

MG, nas coordenadas: S 18º 35´ 52,7´´ e W 46º 29´ 10,8´´, onde estes são 

classificados como Latossolo Vermelho distroférrico (Empresa Brasileira de 

Pesquisa Agropecuária - Embrapa, 2006). Em Lavras as amostras foram 

coletadas em uma área sob floresta tropical subperenifólia sendo seu material de 

origem produto da alteração do gabro (LVdfg), o qual apresenta conteúdo de P-

ataque sulfúrico no valor de  210,0 mg kg-1, apresentando as principais frações 

de P ligado a Fe e Al. Já em Patos de Minas as amostras foram coletadas em 

uma área sob floresta tropical subcaducifólia sendo seu material de origem 

produto da alteração de tufito (LVdft) o qual, por sua vez, apresenta conteúdo de 

P-ataque sulfúrico no valor de  3569,0 mg kg-1 sendo as principais frações de P 

ligado a Fe, Al e Ca. Na Tabela 2 encontram-se os atributos químicos, físicos e 

mineralógicos destes solos.  

 

TABELA 2 Atributos químicos, físicos e mineralógicos dos solos. 
 

Atributos LVdfg – Lavras LVdft – Patos de Minas 
pH H2O 4,4 4,9 
P (mg dm-3) Mehlich-1  0,8 80,3 
P (mg dm-3) Resina 9,8 88,5 
P (mg dm-3) Remanescente  5,1 2,4 
P-ataque sulfúrico (mg dm-3)* 210,0 3569,0 
    P-Fe  66 839 
    P-Al  35 703 
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...continua... 

TABELA 2, Cont. 

    P-Ca  6 283 
    P-Ca / (P-Al + P-Fe)  0,06 0,18 
S (mg dm-3) 13,7 23,4 
K (mg dm-3) 41,8 53,2 
Ca2+ (cmolc dm-3)  0,1 0,5 
Mg2+ (cmolc dm-3) 0,1 0,4 
Al3+ (cmolc dm-3) 1,5 0,8 
H + Al (cmolc dm-3) 11,6 10,3 
SB (cmolc dm-3) 0,3 1,0 
CTCe (cmolc dm-3) 1,8 1,8 
CTCt (cmolc dm-3) 11,9 11,3 
V % 2,6 8,8 
m % 83 48 
MO (dag kg-1) 3,8 5,9 
Zn (mg dm-3) 0,5 0,7 
Fe (mg dm-3) 165,4 68,9 
Mn (mg dm-3) 4,5 40,5 
Cu (mg dm-3) 3,0 5,4 
Argila (g kg-1) 640 580 
Silte (g kg-1) 160 240 
Areia (g kg-1) 200 180 
Feo

(1)
 (g kg-1)* 2,9 5,3 

Fed 
(2)

 (g kg-1)* 87 121 
Ct(3)

 (g kg-1)* 240 0 
Gb(4)

  (g kg-1)* 200 260 
Feo/Fed* 0,03 0,04 
Gt/Gt + Hm* 0,34 0,09 
Gt/Ct + Gb* 0,55 0,00 
CMAF(5)

  (mg kg-1)* 1393 3000 
K-Fe-Zn-Mn-Cu – Extrator - Mehlich-1. Ca-Mg-Al – Extrator - KCl - 1 mol L-1. H + Al – Extrator 
- SMP. S – Extrator – Fosfato monocálcico em ácido acético. SB = Soma de Bases Trocáveis. 
CTCe – Capacidade de troca catiônica efetiva. CTCt - Capacidade de troca catiônica a pH 7,0. V = 
Índice de Saturação de Bases. m = Índice de Saturação de Alumínio. Mat. Org. (MO) – Oxidação 
Na2Cr2O7 4N + H2SO4 10 N. (1)Ferro extraído com oxalato de amônio; (2)Ferro extraído com 
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ditionito-citrato-bicarbonato; (3)Caulinita; (4)Gibbsita; (5)Capacidade máxima de adsorção de 
fósforo. *Atributos mineralógicos retirados de Motta et al. (2002). 

Foram amostrados aleatoriamente cinco pontos eqüidistantes dentro de 

cada área, sendo que em cada ponto foram coletadas três amostras simples de 

solo, na camada de 0-20 cm, utilizando o trado de rosca, o qual foi limpo com 

papel toalha e flambado antes da coleta em cada ponto para evitar contaminação 

microbiológica. Também foi retirada a serrapilheira de cada ponto para proceder 

à coleta. As três amostras simples foram divididas em amostras compostas 

formada por duas simples destinadas à análise microbiológica (cerca de 300g), 

que foram acondicionadas em sacos plásticos estéreis Nasco®, armazenadas em 

recipientes de isopor, para conservação, e levadas para o laboratório, no qual 

foram conservadas a -4ºC até o uso. A outra amostra simples foi utilizada para 

realização das análises química e física do solo, totalizando cinco amostras por 

cidade. Cada amostra foi seca ao ar e passada em peneira de malha de 2 mm, 

para obtenção da terra fina seca ao ar (TFSA). As análises químicas seguiram os 

métodos compilados em Embrapa (1997) e foram realizadas no Laboratório de 

Fertilidade do Solo e Nutrição de Plantas da Universidade Federal de Lavras. 

Para capturar as bactérias fixadoras de nitrogênio nodulíferas em caupi 

(BFNNC), um experimento foi conduzido em casa de vegetação do Laboratório 

de Microbiologia do Solo no Departamento de Ciência do Solo na Universidade 

Federal de Lavras, nos meses de dezembro de 2007 a fevereiro de 2008, em 

vasos de Leonard (Vincent, 1970). Como planta isca, utilizamos o feijão caupi 

[Vigna unguiculata (L.) Walp.] cultivar BR-17 Gurguéia. 

A parte superior do vaso continha aproximadamente 500 cm3 da mistura 

de areia com vermiculita na proporção de 1:1 (v/v), e a inferior continha solução 

nutritiva de Hoagland & Arnon (1950), com a seguinte composição por litro de 

solução: NH4H2PO4 11,4 mg; KNO3 60,7 mg; Ca(NO3)2.4H2O 95,0 mg; 

MgSO4.7H2O 500,0 mg; K2SO4 261,3 mg; Ca(H2PO4)2.H2O 126,0 mg; 

CaSO4.2H2O 344,0 mg; H2BO3 2,86 mg; MnCl2.4H2O 1,81 mg; ZnSO4.7H2O 
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0,22 mg; CuSO4.5H2O 0,08 mg; NaMoO4.2H2O 0,023 mg; Fe-EDTA 1 mL, 

apresentando baixa concentração de nitrogênio (21,0 mg L-1 N), diluída duas 

vezes, sem correção de pH. Após o preparo dos vasos e da solução nutritiva 

estes foram autoclavados por uma hora, à pressão de 1,5 kg cm-2 a 127 ºC. 

Subamostras de 5 g de solo das amostras compostas foram usadas como 

fonte de inóculo, estas foram colocadas sobre e no centro da mistura de areia + 

vermiculita na parte superior dos vasos. Foram preparados 6 vasos para cada 

amostra composta, totalizando 30 vasos para o solo de Lavras e 30 vasos para o 

solo de Patos de Minas.  

As sementes foram desinfestadas superficialmente com etanol 70% por 

30 segundos e hipoclorito de sódio a 2% por 2 minutos. Em seguida as 

sementes foram lavadas seis vezes com água destilada esterilizada. 

Posteriormente, foram imersas em água estéril por 2 horas e colocadas em 

placas de petri com algodão umedecido (autoclavados), por 12 horas em câmara 

de crescimento a 28 oC. Foram semeadas 4 sementes pré-germinadas por vaso, 

visando o imediato contato das raízes das plantas com isolados de BFNNC 

presentes no solo inóculo. Antes da semeadura, os vasos receberam 5 mL de 

água destilada esterilizada para aumentar a umidade do substrato. Também foi 

adicionado, após a semeadura, sobre a superfície do vaso, uma fina camada da 

mistura esterilizada de areia (10 kg), clorofórmio (1 L) e parafina (0,03 kg), 

com a finalidade de evitar possíveis contaminações. No sexto dia após a 

germinação, foi realizado o desbaste, deixando-se somente duas plantas por 

vaso.  

A solução nutritiva dos vasos foi periodicamente reposta com solução 

autoclavada. Aproximadamente 60 dias após a germinação, período que ocorreu 

o florescimento, as plantas foram seccionadas na base do caule. Foram 

selecionados das raízes das plantas, nas quais ocorreu nodulação, dois dos 
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maiores nódulos com coloração intensa avermelhada, indicando a atividade da 

FBN, sendo estes imediatamente processados para o isolamento das BFNNC.  

3.2 Isolamento e caracterização cultural de BFNNC 

Para realizar o isolamento das BFNNC, os nódulos selecionados no 

experimento anterior passaram por uma desinfestação superficial, onde foram, 

primeiramente, imersos em álcool etílico 95%, por 30 segundos, com o objetivo 

de quebrar a tensão superficial, imersos posteriormente em peróxido de 

hidrogênio (H2O2), por 1 minuto, para desinfestar a superfície do nódulo, e 

depois lavados seis vezes em água destilada esterilizada. Os nódulos então foram 

esmagados, com o auxílio de uma pinça devidamente esterilizada, sendo o 

conteúdo espalhado em forma de estrias compostas para obtenção de colônias 

isoladas em placas contendo o meio de cultura 79 (Fred & Waksman, 1928), 

com azul de bromotimol, pH 6,8. De cada nódulo foi obtido um isolado. Após a 

purificação dos isolados, estes foram armazenados em tubos rosqueáveis de 

plástico com meio 79 sólido à temperatura de -4ºC e também em tubos do tipo 

“eppendorf” com meio líquido, acrescido de glicerol 20%, à temperatura de -

80ºC. 

Após o isolamento, os microrganismos foram caracterizados de acordo 

com suas características culturais em meio de cultura 79 (Fred & Waksman, 

1928). Foram avaliadas taxa de crescimento, medida pelo tempo de 

aparecimento de colônias isoladas (rápido - 2 a 3 dias; intermediário - 4 a 5 dias; 

lento - acima de 5 dias), alteração do pH do meio de cultura (acidificação, 

neutralização e alcalinização), produção de goma (polissacarídeos 

extracelulares; pouca, moderada, abundante), absorção de indicador e 

características das colônias tais como: tamanho (diâmetro médio das colônias), 

forma (circular, irregular), borda (inteira, ondulada); elevação (lente, convexo, 

plana, drop-like), superfície (lisa, rugosa), consistência (seca, gomosa, aquosa), 

transmissão de luz (opaco, brilhante) e coloração das colônias, conforme 
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metodologia descrita por Moreira (1991) e Jesus et al. (2005). A caracterização 

foi realizada assim que se constatou o crescimento da colônia no meio. 

Posteriormente, os isolados foram agrupados com base na caracterização 

cultural, juntamente com as estirpes aprovadas pelo MAPA como inoculante 

para o caupi: UFLA 03-84 (Bradyrhizobium sp.), INPA 03-11B 

(Bradyrhizobium elkanii) e BR3267 (Bradyrhizobium japonicum).  Os 

dendogramas foram construídos por meio de todas as características culturais 

juntamente com a confirmação da nodulação ou não no feijão caupi, com base 

em sua porcentagem de similaridade realizada pelo método UPGMA 

(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Mean), utilizando o 

coeficiente de Jacard, com o programa estatístico NTSYS (Numerical 

Taxonomicand Multivariate Analysis System, version 2.0 Applied Biostatistics, 

New York). 

 

3.3 Autenticação e eficiência simbiótica dos isolados por meio da inoculação 

no hospedeiro de origem 

  Para confirmar ou não a capacidade nodulífera dos isolados e também 

sua eficiência simbiótica foi conduzido um experimento, em casa de vegetação, 

no Departamento de Ciência do Solo na Universidade Federal de Lavras, nos 

meses de maio a julho de 2008, em vasos de Leonard (Vincent, 1970) (Figura 1). 
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FIGURA 1 Vista parcial do experimento de autenticação e eficiência simbiótica.  

 

 O delineamento estatístico foi o inteiramente casualizado, com 83 

tratamentos e 3 repetições. Os tratamentos foram constituídos pelos 78 isolados 

obtidos no experimento anterior, juntamente com as três estirpes referências, 

UFLA 03-84, INPA 03-11B e BR3267, aprovadas pelo MAPA para a cultura do 

feijão caupi, e dois controles não inoculados, um com nitrogênio mineral (210,0 

mg L-1 N) e outro sem nitrogênio mineral (21,0 mg L-1 N), este dois últimos com 

o objetivo de servir de controle a possível contaminação e posterior comparação 

com as plantas inoculadas. 

A parte superior do vaso continha 500 cm3 da mistura de areia e 

vermiculita na proporção 1:2 (v/v), e a inferior continha solução nutritiva de 

Hoagland & Arnon (1950), conforme descrita anteriormente, mas diluída 4 
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vezes. O preparo dos vasos, das sementes e o desbaste seguiu a mesma 

metodologia utilizada no experimento de captura dos isolados. 

Os isolados e as estirpes referências foram previamente crescidos em 

meio 79 (Fred & Waksman, 1928) líquido, num período de três dias sob 

agitação constante a 28 ºC. Em seguida inoculou-se um mililitro do meio 

contendo cerca de 1x108 células bacterianas mL-1 em cada semente. Nos 

controles foi inoculado apenas 1 mL de meio 79 estéril.  

   A reposição de solução nos vasos seguiu a seguinte ordem: até 20º dia 

foi reposta com solução nutritiva estéril, a partir do 21º dia foi reposta um dia 

com H2O destilada esterilizada intercalada com solução nutritiva esteril até o 

final do experimento. A temperatura média da casa de vegetação foi avaliada 

semanalmente, identificando-se a média das mínimas de 15 ºC e a média das 

máximas de 36 ºC. A máxima obtida foi 42 ºC e a mínima 13 ºC. 

Para relacionar o teor de nitrogênio foliar durante o ciclo da cultura com 

o teor foliar final foram realizadas leituras com o clorofilômetro (SPAD-502) no 

estádios fenológicos R1 (30 dias após emergência - DAE), R2 (40 DAE), R3 (50 

DAE), e R4 (60 DAE) (Campos et al., 2000). 

 As plantas foram colhidas no período de floração, estádio R6 do ciclo 

cultural do feijão caupi, para avaliar as seguintes variáveis: matéria seca da parte 

aérea (MSPA), matéria seca da raiz (MSR), área foliar (AF), determinada em 

aparelho medidor de área, modelo LI-3000A (LI-COR, Lincoln, USA), número 

de nódulo (NN), matéria seca de nódulos (MSN), teor de nitrogênio (N%), 

acúmulo de nitrogênio na parte aérea (ANPA) e eficiência relativa (ER%). A ER 

dos tratamentos de inoculação foi calculada em relação à produção de MSPA 

das plantas do tratamento com N mineral por meio da expressão, ER = (MSPA 

tratamento)*100/(MSPA tratamento com N). 

O teor de nitrogênio total foi calculado pelo método semi-microkjedahl, 

de acordo com Sarruge & Haag (1979), determinando-se a percentagem de N na 
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matéria seca da parte aérea. O nitrogênio acumulado na parte aérea foi calculado 

multiplicando-se o peso da matéria seca da parte aérea pelo teor de N. 

Nas plantas inoculadas que ao final do experimento apresentaram 

formação de nódulos, foi confirmada a capacidade nodulífera do isolado que foi 

inoculado, caso contrário o isolado foi definido como não nodulífero em feijão 

caupi.  

  Os resultados do experimento foram submetidos à análise de variância, 

empregando-se o programa de análise estatística Sisvar, versão 4.6 (Ferreira, 

2004). As médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 

5% de probabilidade. Os valores das variáveis NN e MSN foram previamente 

transformados pela fórmula (X+0,5)0,5. 

 

3.4 Capacidade solubilizadora de fosfatos de cálcio, de alumínio e de ferro 

em meio de cultura sólido e líquido 

Foi conduzido um experimento para verificar a capacidade dos isolados 

de solubilizar fontes inorgânicas insolúveis de fosfatos como CaHPO4 (P-Ca), 

AlH6O12P3 (P-Al) e FePO4.2H2O (P-Fe), tanto em meio de cultura sólido quanto 

em meio líquido. A capacidade solubilizadora de todos os 78 isolados obtidos, 

das três estirpes recomendadas para o caupi (UFLA 03-84, INPA 0311B e 

BR3267) e um controle positivo para solubilização (estirpe LMG1222, 

Burkholderia cepacia, Gram-negativa, encontrada no solo, em plantas e 

principalmente em seres humanos, fornecida pelo Laboratório de Microbiologia 

da Universidade de Ghent - Bélgica) foram avaliadas em meio glicose-extrato de 

levedura (GES-modificado) (glicose 10 g L-1; extrato de solo 100 mL L-1; 

MgSO4 (10%) 2 mL L-1
; CaCl2 (1%) 2 mL L-1; NaCl 1 mL L-1; solução de 

micronutriente 2 ml (Ca2MoO4.2H2O 0,2 g; MnSO4.H2O 0,235 g; H3BO3 0,28 g; 

CuSO4.5H2O 0,008 g; ZnSO4.7H2O 0,024 g; dissolvida em 200 mL de água 

destilada); Fe-EDTA (1,64%) 4 mL L-1; KNO3 0,1 g L-1; meio GES) (Sylvester-
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Bradley et al., 1982) modificado, com 0,3% de extrato de levedura (meio GEL) 

(Silva-Filho, 1998) e agar 15 g L-1
 quando meio sólido. 

 Para avaliação da capacidade solubilizadora em meio sólido e líquido 

foi realizado um pré-teste para obter a melhor densidade ótica (DO) de 

inoculação dos isolados. Após determinada esta DO (0,5), os isolados foram 

crescidos em meio 79 líquido sem corante e utilizando-se de um 

espectrofotômetro no comprimento de onda 540 nm fizeram as leituras ao longo 

do tempo até atingirem a DO desejada. Posteriormente, aplicamos 20 µL para 

formação da colônia em placas com meio sólido (GES) e 1 mL em frascos de 

erlenmeyer (250 mL) com 50 mL de meio líquido, ambos  suplementados com o 

fosfato de alumínio (AlH6O12P3, p.a.), fosfato de ferro (fosfato férrico granulado, 

p.a., Merk, FePO4.2H2O), que foi moído e passado em peneira com malha de 

0,062 mm, e fosfato de cálcio (CaHPO4), os quais foram acrescentados ao meio 

GES sólido na proporção de 0,89 mg L-1 P e no meio GES líquido na proporção 

de 0,1 g L-1 de P.  O fosfato de cálcio foi obtido pela adição de 1 mL de uma 

solução de K2HPO4 a 5% e 1 mL de uma solução de CaCl2 a 10% por 10 mL de 

meio (autoclavados separadamente) para a produção do fosfato inorgânico 

insolúvel, CaHPO4 (Sylvester-Bradley et al., 1982). Para o meio contendo P-Al, 

ajustou-se o pH para 4,5, enquanto nos meios contendo P-Ca e P-Fe  o pH foi 

ajustado em 7,0. 

O delineamento utilizado para avaliação em meio sólido foi inteiramente 

casualizado, com 82 tratamentos e três repetições, (3 colônias por placa). Para 

avaliação da ausência de contaminação mantiveram-se placas de Petri com meio 

contendo os três fosfatos não inoculados. As placas foram incubadas a 28 ºC por 

15 dias e as avaliações feitas no 15º dia (área translúcida em torno da colônia) 

por meio da medição do diâmetro do halo de solubilização, utilizando-se um 

paquímetro digital, resultando em uma medição por isolado. A partir dessas 

medidas, foram obtidos os Índices de Solubilização (IS) = Ø halo (mm) / Ø 
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Colônia (mm) (Berraquero et al., 1976) (Figura 2). Com base nos índices de 

solubilização, os isolados foram classificados como de baixa (IS até 2), média 

(IS de 3 a 4) e alta (IS > 4) capacidade de solubilização.  

 

A B

 
FIGURA 2 Halo de solubilização de CaHPO4 em meio GES. IS = A (mm) / B (mm). 

 

No meio líquido o delineamento foi inteiramente casualizado, com 82 

tratamentos mais um controle e três repetições, sendo que o controle foi o meio 

de cultura mais a dose de fosfato na ausência dos isolados. Estes frascos foram 

incubados a 28 ºC, sob agitação de 150 rpm por cinco dias. No final deste 

período, procedeu-se a centrifugação (13.500 rpm por 5 min), determinação do 

pH e quantificação dos teores de P solúvel no sobrenadante pelo método fosfo-

molibídico (Embrapa, 1997). A capacidade solubilizadora de cada isolado foi 

determinada, pela diferença entre a quantidade de P-solúvel no seu meio e o teor 

deste elemento no tratamento controle. 

 

3.5 Identificação e quantificação de ácidos orgânicos  

Nesta avaliação foram testados os isolados: P31, que se destacou na 

solubilização de P-Ca; P22 e P29, que se destacaram na solubilização de P-Al; e 

P28 e P39 que se destacaram na solubilização de P-Fe. Também foi avaliado um 

controle sem inoculação para cada fonte de fosfato. O delineamento estatístico 
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foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial 6 x 3 (5 isolados mais um 

controle e 3 fontes de fósforo), com 2 repetições.  

O procedimento para cultivo dos isolados e obtenção das amostras foi o 

mesmo descrito no item 3.4 para solubilização em meio líquido, havendo apenas 

uma modificação no meio de cultura GES, o qual não recebeu em sua 

composição extrato de solo. Para a identificação e quantificação de ácidos 

orgânicos, empregou-se cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

(Agilent HP Série 1100). Após obtenção das amostras, estas foram filtradas em 

membrana celulósica com 0,45 μm de diâmetro do poro, para injeção em coluna 

cromatográfica modelo Supelcogel C-610H 9µm, 30 cm x 7,8 mm. Como 

padrões analíticos foram utilizados ácidos orgânicos pró-analise Merck®. A fase 

móvel utilizada foi H3PO4 a 0,1% (pH 1,81) com fluxo de 0,5 mL min-1 e 

injeção de 100 μL por amostra. O tempo de aquisição dos cromatogramas foi de 

30 minutos, com intervalo de 30 minutos entre as corridas. A detecção foi por 

UV a 210 nm, utilizando-se um detector de arranjo de diodos (DAD). As 

moléculas identificadas e os tempos de retenção típicos encontrados para os 

ácidos foram os seguintes: cítrico (12,71 min), glucônico (13,18 min), lático 

(18,20), oxálico (10,30 min), propiônico (25,10 min) e succínico (18,21 min). A 

quantificação dos ácidos foi feita através das curvas de calibração construídas 

com os padrões analíticos. Na Tabela 3 encontram-se algumas características 

químicas dos ácidos orgânicos estudados. 
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TABELA 3 Características químicas dos ácidos orgânicos estudados (Moss et 
al., 1994). 

 
Nome 

comum Nome Iupac Fórmula 
Química 

Fórmula 
Estrutural PM(1) pKs(2) 

Ácido 
cítrico 

Ácido 2-hidroxi-1,2,3-
propanotricarboxílico C6H8O7.H2O 

 

210,14 
1º) 3,15    
2º) 4,77    
3º) 6,40 

Ácido 
glucônico 

Ácido (2R,3S,4R,5R)-
2,3,4,5,6-

pentahidroxihexanóico 
C6H10O6 

 

178,14 1º) 3,86 

Ácido 
oxálico Ácido etanodióico C2H2O4.2H2O

 

126,07 1º) 1,23    
2º) 4,19    

Ácido 
succínico Ácido butanodióico C4H6O4 

 

118,09 1º) 4,16    
2º) 5,61    

Ácido 
lático 

Ácido 2-
hidroxipropanóico C3H6O3 

 

90,08 1º) 3,85 

Ácido 
propiônico Ácido propanóico C3H6O2 

 

74,07 1º) 4,87 

 (1)Peso molecular (g mol-1). (2)pH onde 50% do ácido está dissociado. 



 28

 
4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

4.1 Isolamento, caracterização cultural, autenticação e eficiência simbiótica 

dos isolados de BFNNC 

Foram obtidos 78 isolados, sendo 37 do solo de Lavras e 41 do solo de 

Patos de Minas (Tabela 4).  

 

TABELA 4 Número de isolados que nodularam o feijão caupi no teste de 
autenticação. 

 
Solo Nº Total Isol.(1) Nº Isol Nod(2) % Nodulação 

Lavras 37 22 59,46 
Patos de Minas 41 14 34,15 
Total 78 36 46,15 
(1) Número total de isolados, (2) Número de isolados que nodularam. 

 

As características culturais das espécies bacterianas pertencentes à 

família Rhizobiaceae, genericamente identificadas como rizóbio, fornecem 

informações importantes para sua identificação e agrupamento. 

O dendograma formado pelo agrupamento dos isolados do solo de 

Lavras com estas características é apresentado na figura 3. Podem-se distinguir 

dois grandes grupos a 29% de similaridade. No grupo IL estão 22 isolados. 

Destes, 11 não nodularam e 11 nodularam. Este grupo se subdivide em dois 

outros grupos a aproximadamente 35% de similaridade, aqui denominados IL-1 

e IL-2. A maioria dos isolados agruparam-se no grupo IL-1, sendo que 4 

isolados não nodularam e 10 isolados nodularam. Já no grupo IL-2 apenas 1 

isolado nodulou, enquanto 7 não nodularam. Semelhantemente ao que ocorre no 

grupo IL, o grupo IIL também se divide em dois outros grupos a 
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aproximadamente 35% de similaridade, aqui denominados IIL-1 e IIL-2, onde 

apenas 3 isolados se encontram no grupo IIL-1 e o restante se encontra no grupo  

IL‐1

IL‐2

IIL‐1

IIL‐2

(+)

(+)

(+)

(+)

(+)

(+)

(‐)

(‐)

(‐)

(‐)

(‐)

(‐)

(‐)

(+)

(‐)

(+)

 
FIGURA 3 Dendograma de similaridade, construído de acordo com as 

características culturais dos isolados de bactérias nodulíferas ou 
não em feijão caupi capturadas do solo de Lavras - MG. (+) 
nodulou, (-) não nodulou. 

 

IIL-2, os quais se agrupam com as estirpes referências de Bradyrhizobium sp., 

sendo que 2 não nodularam e 10 nodularam.  

O dendograma formado pelo agrupamento dos isolados do solo de Patos 

de Minas é apresentado na figura 4. Podem-se distinguir dois grandes grupos a 
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aproximadamente 27% de similaridade. No grupo IP estão 37 dos 41 isolados, 

dos quais 25 não nodularam e apenas 12 nodularam, sendo que nenhuma das  

IIP

IP

(+)

(‐)

(‐)

(+)

(‐)

(+)

(‐)

(+)

(‐)
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(‐)

(+)

(+)

(‐)

(‐)

 
FIGURA 4 Dendograma de similaridade, construído de acordo com as 

características culturais dos isolados de bactérias nodulíferas ou 
não em feijão caupi capturadas do solo de Patos de Minas - MG. 
(+) nodulou, (-) não nodulou. 

 

estirpes referências se encontra neste grupo. Os isolados do grupo IIP agrupam-

se com as estirpes referências de Bradyrhizobium sp, neste grupo estão apenas 4 

isolados, sendo que 2 não nodularam e 2 nodularam. Os isolados P6 e P40, 
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apesar de alcalinizarem o meio de cultura, apresentam crescimento rápido, 

enquanto os isolados L14, P10, P20 e P31 acidificam o meio e também são de 

crescimento rápido, o que os distingue do comportamento apresentado pelos 

isolados de bactérias do gênero Bradyrhizobium, atualmente representado pelas 

estirpes INPA 03-11B, BR3267 e UFLA 03-84. 

É interessante notar também que em um maior nível de discriminação, a 

80% de similaridade, formam-se 31 grupos entre os isolados do solo de Lavras e 

21 grupos entre os isolados do solo de Patos de Minas, evidenciando assim, uma 

maior diversidade entre os isolados do solo de Lavras. Junto a esta grande 

diversidade, cerca de 96% dos isolados obtidos dos dois locais de coleta 

apresentaram crescimento rápido em meio de cultura e 85% acidificaram o meio, 

dados semelhantes aos encontrados por Pereira (2000) e Chagas-Júnior (2007) 

com solo de áreas de floresta amazônica. Estes resultados confirmam a baixa 

especificidade do feijão caupi e concordam com aqueles encontrados por Pereira 

(2000), Lima et al. (2005), Melloni et al. (2006) e Soares et al. (2006), avaliando 

a diversidade fenotípica de rizóbios em diversos ecossistemas, utilizando o 

feijão caupi como planta isca. Isto confirma que a simbiose das estirpes capazes 

de nodular feijão caupi não se restringe ao gênero Bradyrhizobium. 

Observa-se também que com o uso destas características, à medida que 

aumentamos a percentagem de similaridade há tendência em ocorrer distinção 

entre os isolados que não nodularam e nodularam em feijão caupi. Isto pode ser 

confirmado principalmente pela quase totalidade dos isolados do sub-grupo IIL-

2, onde se encontram as estirpes referência, formarem nódulos e também por 

haver distinção entre os sub-grupos IL-1 e IL-2, os quais tendem a ser 

compostos por isolados que nodularam e não nodularam, respectivamente, 

comportamento este semelhante aos observados para os isolados do solo de 

Patos de Minas. Segundo Chagas-Júnior (2007), apesar da quantidade de 

informações genotípicas disponíveis aos pesquisadores nos dias atuais, a 
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correlação destes com as características culturais é uma das condições para a 

descrição de novos gêneros e espécies bacterianas, evidenciando assim, a 

importância destas características no agrupamento de microrganismos para as 

mais diversas funções. 

No experimento em vaso de Leonard, para autenticação dos isolados por 

meio da inoculação no hospedeiro original e avaliação da eficiência simbiótica, 

verificou-se que 22 isolados capturados do solo de Lavras nodularam, enquanto 

para os isolados capturados no solo de Patos de Minas apenas 14 nodularam, 

totalizando 36 isolados que nodularam o feijão caupi, representando 46% de 

nodulação do total de isolados capturados (Tabela 4). Considerando que os 

isolados foram obtidos de nódulos da mesma planta hospedeira (feijão caupi), 

esperava-se uma elevada taxa de nodulação no ensaio de autenticação. 

Entretanto, conforme salientado por Li et al. (2008), o nódulo pode apresentar 

microrganismos endofíticos e estes podem ter sido isolados. Além disso, não 

podemos descartar a possibilidade de ter ocorrido contaminações, por 

microrganismos oportunistas, no processo de isolamento.  

Para o número de nódulos (NN) e matéria seca de nódulos (MSN) os 

isolados L14 e P6 foram superiores aos demais tratamentos, inclusive às estirpes 

aprovadas pelo MAPA. Além disso, os controles sem nitrogênio e nitrogenado 

não apresentaram nódulos, indicando, portanto, que não houve contaminação do 

experimento (Figuras 5 e 6).  

A planta inoculada com o isolado P6 apresentou maior produção de 

matéria seca de parte aérea (MSPA) que o controle nitrogenado e as estirpes 

INPA 03-11B, BR3267 e UFLA 03-84, e consequentemente, maior eficiência 

relativa (ER%). O isolado P6 apresentou MSPA 22% superior ao controle 

nitrogenado e em média 9% em relação às estirpes recomendadas. As plantas 

inoculadas com as isolados L14 e P10 promoveram produção de MSPA superior 

ao controle nitrogenado e equivalente à estirpe UFLA 03-84, sendo inferior às  
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FIGURA 5 Número de nódulos em feijão caupi cv. BR 17 - Gurguéia inoculado com diferentes isolados de bactéria. 
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FIGURA 6 Matéria seca de nódulos em feijão caupi cv. BR 17 - Gurguéia inoculado com diferentes isolados de bactéria. 
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estirpes INPA 03-11B e BR3267, enquanto os isolados P20 e P31 apresentaram 

MSPA equivalente ao controle nitrogenado. Já o isolado P40 apesar de 

apresentar uma MSPA inferior ao controle nitrogenado, esta foi superior aos 

demais tratamentos (Figura 7). 

Assim como observado para produção de matéria seca, verificou-se que 

o maior valor de área foliar (AF) foi obtido no tratamento P6, seguido dos 

tratamentos INPA 03-11B, BR3267, L14, P40, P31, controle nitrogenado, 

UFLA 03-84, P20 e P10, que foram superiores aos demais (Figura 8). 

Quanto à produção de matéria seca de raiz (MSR), o isolado P6, 

juntamente com a estirpe BR3267, foram superiores aos demais tratamentos. O 

isolado L14 apresentou MSR igual ao controle nitrogenado e as estirpes INPA 

03-11B e UFLA 03-84 (Figura 9). 

Lima et al. (2005) também encontram estirpes capazes de promover a 

produção de MSPA equivalentes ao controle nitrogenado (210 mg vaso-1), 

estirpes estas que foram recomendadas para teste de eficiência agronômica. 

Desta forma, o bom desempenho apresentado pelo isolado P6, seguido de L14, 

P10, P20, P31 e P40 os tornam promissores para futuros testes de eficiência 

agronômica em feijão caupi. 

Com relação ao teor de nitrogênio (TN) na parte aérea do feijão caupi, as 

estirpes UFLA 03-84, BR3267, assim como os isolados P6, P13, P17, P26, P27, 

P31 e P40 superaram o controle nitrogenado, com concentrações variando de 

37,7 a 56,5 g kg-1 (Figura 10). Soares et al. (2006) e Lacerda et al. (2004), 

conduzindo experimentos em campo, demonstraram que para produzir 1 kg de 

MSPA, utilizando as estirpes INPA 03-11B e UFLA 03-84 como fonte de N, 

gastaram-se em média 39,09 e 27,35 g de N, respectivamente. Lima et al. 

(2005), trabalhando com estas duas estirpes em casa de vegetação, obtiveram em 

média a concentração de nitrogênio em torno de 29,08 g kg-1. Portanto, os
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FIGURA 7 Matéria seca da parte aérea do feijão caupi cv. BR 17 - Gurguéia, inoculado com diferentes isolados de 

bactéria. Linha tracejada representa a média encontrada no controle nitrogenado.
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FIGURA 8 Área foliar do feijão caupi cv. BR 17 - Gurguéia inoculado com diferentes isolados de bactéria. Linha 

tracejada representa a média encontrada no controle nitrogenado.
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FIGURA 9 Matéria seca de raízes do feijão caupi cv. BR 17 - Gurguéia inoculado com diferentes isolados de bactéria. 

Linha tracejada representa a média encontrada no controle nitrogenado.
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FIGURA 10 Teor de nitrogênio na matéria seca da parte aérea do feijão caupi cv. BR 17 - Gurguéia inoculado com 

diferentes isolados de bactérias. Linha tracejada representa a média encontrada no controle nitrogenado.
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valores encontrados para estes isolados e para as estirpes, neste trabalho, são 

suficientes para garantir uma boa adubação nitrogenada no cultivo do feijão 

caupi. Já para o acúmulo de nitrogênio na parte aérea (ANPA), os isolados L14, 

P6, P10, P31 e P40, assim como as estirpes UFLA 03-84 e BR3267 

apresentaram valores superiores aos demais tratamentos, inclusive quando 

comparados ao controle nitrogenado. Destaque, novamente, deve ser dado ao 

isolado P6, que apresentou valores superiores a todos os tratamentos (Figura 11). 

Entre todas as variáveis analisadas neste experimento há que se destacar 

que a MSN e NN correlacionaram-se positivamente com MSPA (r:0,85; p<0,01) 

e (r:0,70; p<0,01), respectivamente (Tabela 5). Correlações positivas e 

significativas entre MSPA e MSN também foram relatadas por Fernandes et al. 

(2003), Lima et al. (2005) e Melloni et al. (2006). Outra correlação importante é 

entre a MSN e o teor de nitrogênio fixado biologicamente (r:0,75; p<0,01), o 

qual também foi encontrado por Fernandes et al. (2003). Verificaram-se também 

correlações entre as variáveis respostas (MSPA, MSR, AF, NN, MSN, TN e 

ANPA) com a leitura SPAD feita aos 60 DAE. Tal comportamento pode ser 

explicado em função de os máximos teores de clorofila em folha serem atingidos 

pela cultura no estádio de florescimento, aproximadamente 60 DAE (Silva et al., 

2008). 

 Nota-se que de acordo com os parâmetros de crescimento e nutrição 

mineral de N pelo feijão caupi, o desempenho do isolado P6, na simbiose, foi 

superior ao controle nitrogenado e às estirpes já recomendadas como 

inoculantes. Além disso, os isolados L14, P10, P20, P31 e P40 obtiveram 

desempenho semelhante ao das estirpes aprovadas pelo MAPA e ao controle 

nitrogenado.  

Contudo, existe a necessidade da avaliação da contribuição desses 

isolados para a fixação do N2 e para a produtividade de caupi por meio de testes 

agronômicos em condições de campo, uma vez que as condições testadas no
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FIGURA 11 Acúmulo de nitrogênio na MSPA do feijão caupi cv. BR 17 - Gurguéia inoculado com diferentes isolados de  

 bactérias. Linha tracejada representa a média encontrada no controle nitrogenado.
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presente trabalho são ótimas e não refletem as condições adversas de campo, 

tanto do ponto de vista biológico (relações antagonistas), como físico e químico. 

 

TABELA 5 Coeficientes de correlação de Person entre a matéria seca de parte 
aérea (MSPA), matéria seca de raiz (MSR), área foliar (AF), número 
de nódulos (NN), matéria seca de nódulos (MSN), teor de nitrogênio 
(TN), acúmulo de nitrogênio na parte aérea (ANPA) e leitura SPAD 
aos 60 DAE, obtidos na inoculação do feijão caupi com isolados de 
bactérias. n = 249 

 
  MSPA MSR AF NN(1) MSN(1) TN ANPA Spad 60 

MSPA - 0,86** 0,96** 0,70** 0,85** 0,74** 0,96** 0,90** 
MSR  - 0,80** 0,71** 0,80** 0,58** 0,80** 0,80** 
AF   - 0,72** 0,83** 0,73** 0,91** 0,89** 
NN    - 0,85** 0,59** 0,66** 0,74** 
MSN     - 0,75** 0,83** 0,87** 
TN      - 0,83** 0,72** 
ANPA       - 0,86** 
Spad 60               - 
**Significativo ao nível de 1% de probabilidade, pelo teste t. (1)Análise de correlação 
realizada com os dados transformados para (x + 0,5)0,5. 
 
 
4.2 Capacidade solubilizadora em meio de cultura sólido e líquido 

 

4.2.1 Solubilização em meio sólido 

 A capacidade solubilizadora de fosfatos inorgânicos insolúveis em meio 

de cultura sólido e líquido foi testada para todos os isolados obtidos, tanto 

nodulífero como não nodulífero. Verificou-se, em meio sólido, um número 

maior de isolados capazes de solubilizar P-Ca, seguidos de P-Al, evidenciado 

pelo halo transparente ao redor das suas colônias, enquanto que nenhum isolado 

apresentou halo de solubilização em meio com P-Fe (Tabela 5). Resultados estes 

semelhantes aos observados por muitos autores (Silva-Filho & Vidor, 2000, 

2001; Souchie et al., 2005a). As estirpes UFLA 03-84 e LMG1222 apesar de 
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solubilizarem apenas P-Ca apresentaram um dos melhores índices de 

solubilização neste meio, já as estirpes BR3267 e INPA 03-11B não 

solubilizaram nenhuma fonte de fosfato inorgânico insolúvel (Tabela 5). Apenas 

7 isolados que solubilizaram P-Ca também foram capazes de solubilizar P-Al. 

Estes resultados divergem dos encontrados por Hara & Oliveira (2004, 2005), 

que identificaram uma alta ocorrência de isolados que solubilizaram P-Ca e P-

Al. Entretanto, Silva-Filho & Vidor (2000) e Souchie et al. (2005a) também 

detectaram uma baixa incidência de solubilizadores de P-Al, entre 

solubilizadores de P-Ca. Esses autores sugerem que tal fato pode ser atribuído a 

seleção dos isolados durante o isolamento, além das características intrínsecas de 

solubilidade dos fosfatos tais como a constante de solubilidade.  

Entre os isolados que se destacaram no experimento de eficiência 

simbiótica em casa de vegetação, um destaque deve ser dado ao isolado P6 e 

P31 que também conseguiram solubilizar P-Ca em meio sólido, obtendo o 

isolado P6 um dos maiores índice de solubilização. 

Quanto ao índice de solubilização, independente do meio, nenhum dos 

isolados apresentaram índice alto, e a maioria apresentou índice baixo (Figura 

12), já os isolados L24, L33, L35, P4, P6 e P8 e as estirpes UFLA 03-84 e 

LMG1222 obtiveram índices médios na solubilização de P-Ca e apenas o 

isolado L36 obteve índice médio na solubilização de P-Al (Tabela 5). Piex et al. 

(2001) encontraram isolados da família Rhizobiaceae efetivos na solubilização 

de P-Ca em laboratório, mas a eficiência de solubilização variou entre eles. Hara 

& Oliveira (2004, 2005), trabalhando com vários isolados de rizóbio da região 

amazônica na solubilização de P-Ca e P-Al observaram baixos índices de 

solubilização entre eles, indicando, portanto, que estes isolados que obtiveram 

índice médio podem ser potenciais inoculantes em testes de campo.  

Apesar de muitos isolados não apresentarem halo de solubilização nos 

meios sólidos contendo P-Ca, P-Al e P-Fe, alguns foram capazes de crescer e se 
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desenvolver nestes meios, principalmente no meio com P-Fe (Tabela 6). Silva-

Filho (1998) também encontrou resultados semelhantes e explica que isto é 

possível em P-Ca e P-Fe, pois o cálcio e o ferro têm efeito nutritivo, enquanto o  
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FIGURA 12 Histograma do número de isolados por classe de índice de 
solubilização.  
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TABELA 6 Índice de solubilização de P-Ca, P-Al e P-Fe em meio sólido por 
isolados obtidos de solos sob floresta em Lavras - MG e Patos de 
Minas – MG, incubados durante 15 dias. 

 
Isolado(1) P-Ca P-Al P-Fe  Isolado(2) P-Ca P-Al P-Fe 

L1 1,26(3) NC NC  P1 1,63 NC CNS 

L2 NC(4) 1,69 NC  P2 1,60 NC CNS 

L3 CNS(5) NC CNS  P3 CNS CNS CNS 

L4 CNS NC CNS  P4 2,34 1,07 CNS 

L5 1,04 1,36 CNS  P5 1,85 NC NC 

L6 NC NC CNS  P6 3,55 NC CNS 

L7 CNS NC CNS  P7 1,11 1,03 CNS 

L8 1,65 CNS CNS  P8 2,89 NC CNS 

L9 1,61 1,16 CNS  P9 CNS NC CNS 

L10 1,57 NC CNS  P10 CNS NC CNS 

L11 1,07 NC CNS  P11 CNS NC CNS 

L12 1,96 1,16 CNS  P12 CNS NC CNS 

L13 1,18 1,28 CNS  P13 1,10 NC CNS 

L14 CNS NC CNS  P14 CNS NC CNS 

L15 CNS CNS CNS  P15 CNS NC CNS 

L16 CNS CNS CNS  P16 1,94 NC CNS 

L17 CNS CNS CNS  P17 1,26 NC CNS 

L18 NC NC CNS  P18 1,06 1,21 NC 

L19 NC NC CNS  P19 1,09 NC NC 

L20 CNS NC CNS  P20 CNS NC CNS 

L21 CNS 1,29 CNS  P21 1,05 NC NC 

L22 1,15 NC CNS  P22 1,14 1,09 NC 

L23 CNS NC CNS  P23 CNS CNS CNS 

L24 2,48 NC CNS  P24 1,13 NC CNS 

L25 CNS NC CNS  P25 CNS NC CNS 

L26 NC NC CNS  P26 CNS CNS CNS 

L27 NC NC CNS  P27 CNS CNS CNS 

L28 NC 1,45 CNS  P28 CNS 1,10 CNS 

L29 1,15 NC CNS  P29 CNS 1,2 CNS 

L30 1,21 NC CNS  P30 NC NC NC 

...continua... 
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TABELA 6, Cont. 

L31 1,05 NC CNS  P31 1,27 NC CNS 

L32 NC NC NC  P32 CNS CNS CNS 

L33 2,66 NC CNS  P33 CNS NC CNS 

L34 NC 1,08 CNS  P34 CNS NC CNS 

L35 2,37 NC CNS  P35 1,16 CNS CNS 

L36 NC 2,03 CNS  P36 1,12 NC CNS 

L37 CNS CNS CNS  P37 1,16 NC CNS 

LMG1222(7) 3,46 CNS CNS  P38 CNS CNS CNS 

INPA 03-11B(6) CNS NC CNS  P39 CNS CNS CNS 

BR3267(6) NC NC CNS  P40 NC NC NC 

UFLA 03-84(6) 2,91 NC CNS  P41 CNS 1,19 CNS 
 (1)Isolados obtidos do solo coletado na cidade de Lavras – MG. (2)Isolados obtidos do solo 
coletado na cidade de Patos de Minas – MG. (3)I.S. = Ø HALO (mm) / Ø COLÔNIA (mm), 
avaliado no 15º dia de incubação. (4)NC = Não cresceu. (5)CNS = Cresceu, mas não solubilizou. 
(6)Estirpes recomendadas, pelo MAPA, como inoculante para Feijão caupi. (7)Burkholderia 
cepacia, controle positivo.   

 

alumínio não é considerado um elemento essencial. Sendo assim, outros 

mecanismos devem existir para explicar este crescimento no meio com P-Al. 

Uma hipótese levantada por nós é a disponibilização de fósforo solúvel após 

esterilização do meio em autoclave, um exemplo disto é na preparação do meio 

de cultura líquido, onde inicialmente adicionamos 100 mg L-1 de fosfato 

insolúvel, mas após 5 dias sob agitação e temperatura de 28 ºC constante, o 

tratamento controle (sem inoculação de microrganismos) apresentou 

consideráveis concentrações de fósforo solúvel, as quais podem ser suficientes 

para um pleno desenvolvimento dos microrganismos. Aliado a isto, Souchie et 

al. (2005a) chamam a atenção para à solubilidade do fosfato, sua pureza e 

composição, as quais também podem afetar a avaliação visual da formação do 

halo. 
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4.2.2 Solubilização em meio líquido 

Muitos dos isolados que não apresentaram halo de solubilização em 

meio sólido, demonstraram-se eficientes na solubilização destes fosfatos em 

meio líquido. O número de isolados que solubilizaram em meio líquido foi 

maior que no meio sólido para os meios com P-Ca e P-Fe, fato este não 

observado para P-Al (Tabela 6). Souchie et al. (2005a) encontraram apenas um 

isolado de fungo capaz de solubilizar P-Al em meio sólido enquanto todos os 

isolados de bactérias e fungos solubilizaram P-Al em meio líquido e atribui isto 

ao estado físico do meio sólido ou à sua distinta composição, em relação ao 

meio líquido, do que à incapacidade dos isolados de solubilizar esse fosfato. 

Os teores de P encontrados no controle após cinco dias de incubação 

foram 72,68 mg L-1 para CaHPO4, 81,95 mg L-1 para AlH6O12P3 e 20,92 mg L-1 

para FePO4.2H2O. O menor teor de P solúvel no controle para P-Fe pode ser 

explicado pela menor constante de solubilidade deste fosfato (Ks = 1 x 10-26) em 

comparação a P-Ca (Ks = 2,51 x 10-7) e P-Al (Ks = 1 x 10-21) (Stumm & 

Morgan, 1995), podendo explicar assim a não solubilização dos isolados em 

meio sólido com esta fonte de fosfato. 

Em relação ao solo de onde foram capturados, houve um maior número 

de isolados do solo de Patos de Minas com capacidade de solubilizar P-Ca e P-

Al, já para P-Fe ocorreu um maior número de isolados com capacidade de 

solubilizá-lo no solo de Lavras (Tabela 7). Isto pode ter sido influenciado pelas 

diferenças nas características químicas dos diferentes solos, principalmente na 

relação (P-Ca / (P-Al + P-Fe)), a qual é 0,18 no solo de Patos de Minas e 0,06 no 

solo de Lavras, ou seja, proporcionalmente há maior concentração de fósforo 

ligado a cálcio no solo de Patos de Minas, enquanto no solo de Lavras há uma 

maior concentração de fósforo ligado a ferro. 
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TABELA 7 Número e percentagem total de isolados que solubilizaram P-Ca, P-
Al e P-Fe em meio sólido e líquido. 

 
  P-Ca  P-Al  P-Fe 

Local Total 
 Sólido Líquido Sólido Líquido Sólido  Líquido 

L 37  15 12 9 3 0  18 
P  41  19 29 6 9 0  9 

                        
L  40,54 32,43 24,32 8,10 0,00  48,64 

Total (%) 
P   46,34  70,73  14,63  21,95  0,00   21,95 

L = Lavras – MG. P = Patos de Minas – MG. 

 

Para o meio com P-Ca, verifica-se que 12 entre os 37 isolados do solo de 

Lavras e 29 entre os 41 isolados do solo de Patos de Minas aumentaram os 

teores de P solúvel ao final do período de incubação (Figura 13), com destaque 

aos isolados L2, L4, L8, L10, P7, P26, P29, P30, P31, P36, P40. Para o meio 

com P-Al, verificou-se que 3 entre os 37 isolados do solo de Lavras e 9 entre os 

41 isolados do solo de Patos de Minas aumentaram os teores de P solúvel ao 

final do período de incubação (Figura 14), dando destaque aos isolados L9, P17, 

P22, P29, P35 e P36, enquanto que para o meio com P-Fe, verificou-se que 18 

entre os 37 isolados do solo de Lavras e 9 entre os 41 isolados do solo de Patos 

de Minas aumentaram os teores de P solúvel ao final do período de incubação 

(Figura 15), com destaque aos isolados L2, L3, L4, L8, L29, P10, P25, P28 e 

P39. Além destes isolados que se destacaram em cada fonte de fosfato, 

verificou-se que a estirpe LMG1222, apresentou elevada capacidade 

solubilizadora de fosfatos inorgânicos insolúveis em meio líquido, fato este 

demonstrado em outros trabalhos (Lin et al., 2006; Song et al., 2008). 

Os isolados L4, P31 e P40 foram os que mais conseguiram solubilizar P-

Ca. Para P-Al os isolados L9, P22, P29 e P36 foram os que mais conseguiram 
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solubilizá-lo, enquanto os isolados P25, P28 e P39 foram os que mais 

conseguiram solubilizar P-Fe. 

Por outro lado, como aconteceu com muitos isolados, as estirpes UFLA 03-

84, INPA 03-11B e BR3267, não conseguiram solubilizar nenhuma das três 

fontes de fosfatos em meio líquido e ainda consumiram o que estava disponível 

inicialmente, principalmente no meio com P-Ca e P-Fe (Figuras 13 e 15), isto 

pode ser um indicativo de adaptabilidade dos isolados testados aos solos 

contendo fosfatos insolúveis. 
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FIGURA 13 Fósforo solúvel em meio líquido, após incubação de isolados de bactérias 

na presença de P-Ca insolúvel. Linha tracejada representa o valor 
encontrado no controle. 
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FIGURA 14 Fósforo solúvel em meio líquido, após incubação de isolados de bactérias 

na presença de P-Al insolúvel. Linha tracejada representa o valor 
encontrado no controle. 
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FIGURA 15 Fósforo solúvel em meio líquido, após incubação de isolados de bactérias 

na presença de P-Fe insolúvel. Linha tracejada representa o valor 
encontrado no controle. 
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De uma maneira geral, ocorreu um maior número de isolados com 

capacidade de solubilizar P-Ca, seguida de P-Fe e poucos conseguiram 

solubilizar P-Al, o mesmo ocorreu na eficiência de solubilização, sendo que em 

P-Ca obteve-se um concentração máxima de P solúvel no valor de 26,53 mg L-1, 

seguida de P-Fe no valor de 19,24 mg L-1 e por fim P-Al no valor de 16,62 mg 

L-1. Esta maior solubilização de P-Ca pode ser explicada por Whitelaw (2000) 

que demonstra que a solubilização destes fosfatos insolúveis em solução aquosa 

é dependente do pH, uma vez que ocorreu maior diminuição do pH em meio 

com P-Ca, seguida de P-Fe e para o P-Al praticamente sem alteração. Chung et 

al. (2005) também encontraram esta relação quanto a eficiência de solubilização 

avaliando isolados de bactérias da rizosfera de plantas na Coréia do Sul e 

observaram que existe uma variação, entre os isolados, quando se refere a 

capacidade de solubilização nas diferentes fontes de fosfatos. Resultados 

diferentes foram encontrados por Silva-Filho (1998), que obteve maiores valores 

de solubilização em meio com P-Al do que em meio com P-Fe, e Illmer et al. 

(1995) quando avaliando quatro isolados de fungos na solubilização de P-Al, 

obtiveram altos valores de fósforo solúvel após incubação dos isolados no meio 

de cultura. Isto nos mostra que diferenças nos resultados encontrados, 

principalmente as relacionadas com solubilização em meio líquido, não podem 

ser atribuídas às mudanças no metabolismo do isolado, mas provavelmente são 

produtos das condições de cada meio, das limitações que estes impõem ao 

desenvolvimento dos microrganismos e da difusão das substâncias produzidas, 

criando regiões com diferentes concentrações que podem afetar o crescimento 

e/ou a solubilização (Silva-Filho, 1998). 

É amplamente sugerido na literatura que a solubilização de fosfatos 

ocorre pela acidificação do meio e que isto estaria relacionado à produção de 

ácidos orgânicos, liberação de prótons e também devido aos processos de 

quelação do metal acompanhante do íon fosfato (Halder et al., 1990; 
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Kpomblekou & Tabatabai, 1994). Entretanto, a quelação está condicionada ao 

pH do meio e aos pKs dos ácidos orgânicos, uma vez que sendo o pH do meio 

menor que o pKs de um determinado ácido orgânico, este estará protonado e 

assim não atuaria no processo de quelação, mas atuaria na solubilização por 

meio da acidificação, principalmente para o P-Ca. Caso contrário (pH > pKs) 

este ácido estará na forma aniônica e assim atuaria como quelante do metal 

acompanhante do íon fosfato. No presente trabalho, a maioria dos isolados 

acidificaram os meios contendo P-Ca e P-Fe (Figuras 16 e 17).  Para o meio 

contendo P-Al, apenas 6 isolados diminuíram o pH ao final do período de 

incubação, sendo que na maioria dos isolados o pH final permaneceu sem 

alteração (Figura 18). De modo geral, o meio contendo P-Al não sofreu alteração 

no pH, o que justifica menor número de isolados solubilizando esta fonte de 

fosfato. Houve uma relação inversa entre o pH do meio e a quantidade de P 

solúvel para P-Ca (r:-0,51**; y= 131,05 – 11,15x) e P-Fe (r:-0,28**; y= 34,17 – 

3,02x), relação esta não observada para o P-Al. Resultados estes também foram 

encontrados por diversos autores (Sperber, 1958; Duff & Webley, 1959; Taha et 

al., 1969; Halder et al., 1990; Cunningham & Kuiack, 1992; Illmer & Schinner, 

1992; Whitelaw et al., 1999; Hariprasad & Niranjana, 2009), sugerindo que a 

redução do pH é um processo envolvido na solubilização de fosfatos inorgânicos 

insolúveis no meio. 

A estirpe LMG1222, usada como controle positivo, diminuiu o pH nos 

meios com P-Ca, P-Al e P-Fe a valores bem inferiores aos do controle. Estes 

resultados já eram esperados para P-Ca, uma vez que Lin et al. (2006) e Song et 

al. (2008) demonstram a alta eficiência em abaixar o pH e consequentemente 

solubilizar P-Ca, mas é novidade em se tratando de P-Al e P-Fe, mostrando 

assim, que o potencial de abaixar o pH do meio de cultura e solubilizar fosfatos 

insolúveis desta bactéria independe da fonte de fosfato. Ácidos orgânicos são  
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FIGURA 16 pH em meio líquido, após incubação de isolados de bactérias na presença 

de P-Ca insolúvel. Linha tracejada representa o valor encontrado no 
controle. 
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FIGURA 17 pH em meio líquido, após incubação de isolados de bactérias na presença 

de P-Fe insolúvel. Linha tracejada representa o valor encontrado no 
controle. 
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FIGURA 18 pH em meio líquido, após incubação de isolados de bactérias na presença 

de P-Al insolúvel. Linha tracejada representa o valor encontrado no 
controle. 
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liberados pela bactéria, como resultado da assimilação de carboidratos, e atuam 

na complexação do cátion do fosfato inorgânico para liberar fosfato solúvel 

(Whitelaw et al., 1999), este pode ser um dos mecanismos utilizados por esta 

bactéria. Por outro lado as estirpes UFLA 03-84, INPA 03-11B e BR3267, 

aumentaram o pH destes meios, o mesmo observado na caracterização cultural 

destas estirpes em meio 79, fato este que pode explicar o porque destas estirpes 

não conseguirem solubilizar fosfatos insolúveis em meio líquido. 

A relação entre a capacidade de solubilização em meio líquido e a 

eficiência na FBN indicada pela matéria seca de parte aérea por alguns isolados 

testados é mostrada nas figuras: 19 para P-Ca e 20 para P-Fe e 21 para P-Al. 

Neste modelo de quadrantes, a linha na horizontal separa os isolados que 

conseguiram solubilizar fosfatos inorgânicos insolúveis em meio líquido dos que 

não conseguiram e a linha na vertical separa os isolados mais eficientes dos 

menos eficientes, ou seja, que proporcionaram matéria seca de parte aérea 

superior e inferior ao controle nitrogenado. Os isolados do quadrante 1 

solubilizaram fosfato em meio líquido e apresentaram MSPA superior ao 

controle nitrogenado, do quadrante 2 não solubilizaram fosfato em meio líquido, 

mas apresentaram MSPA superior ao controle nitrogenado, enquanto os do 

quadrante 3 não solubilizaram fosfatos em meio líquido e apresentaram MSPA 

inferior ao controle nitrogenado, e por fim, os isolados do quadrante 4 

solubilizaram fosfato em meio líquido e apresentaram MSPA inferior ao 

controle nitrogenado. Não houve correlação entre a solubilização em meio 

líquido e a eficiência da FBN para as diferentes fontes de fosfatos. Os isolados 

presentes nestes quadrantes foram selecionados da seguinte maneira: L14, P6, 

P10, P20, P31 e P40 foram eficientes na FBN; P22, P28, P29, P31 e P39 foram 

avaliados quanto a produção de ácidos orgânicos em meio de solubilização 

líquido; L2, L4 e L8 foram capazes de solubilizar P-Ca e P-Fe em meio líquido; 

P29 e P36 foram capazes de solubilizar P-Ca e P-Al em meio líquido.  
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Quando analisamos os isolados que se destacaram na FBN com sua 

capacidade de solubilização podemos verificar que os isolados L14, P6, P31 e 

P40 foram eficientes na solubilização de P-Ca, nenhum solubilizou P-Al e 

apenas o isolado P10 foi eficiente na solubilização de P-Fe, também é 

interessante notar que os isolados L2, L4 e L8 se destacaram na solubilização de 

P-Ca e P-Fe, e os isolados P29 e P36 na solubilização de P-Ca e P-Al, 

aumentando assim, sua capacidade de uso como inoculante em solos com ambas 

as formas de fosfatos insolúveis, tanto em espécies leguminosas quanto em não 

leguminosas. 
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FIGURA 19 Modelo quadrante ilustrando a relação entre a solubilização de P-

Ca em meio líquido e matéria seca de parte aérea (MSPA). Os 
quadrantes são separados pela concentração de P solúvel em meio 
líquido presente no tratamento controle (72,68 mg L-1 P) e pelo 
peso de MSPA presente no controle nitrogenado (1,49 g). A= 
UFLA 03-84, B= INPA 03-11B, C= BR3267. 
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FIGURA 20 Modelo quadrante ilustrando a relação entre a solubilização de P-Fe 

em meio líquido e matéria seca de parte aérea (MSPA). Os 
quadrantes são separados pela concentração de P solúvel em meio 
líquido presente no tratamento controle (20,92 mg L-1 P) e pelo 
peso de MSPA presente no controle nitrogenado (1,49 g). A= 
UFLA 03-84, B= INPA 03-11B, C= BR3267. 
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FIGURA 21 Modelo quadrante ilustrando a relação entre a solubilização de P-Al 

em meio líquido e matéria seca de parte aérea (MSPA). Os 
quadrantes são separados pela concentração de P solúvel em meio 
líquido presente no tratamento controle (81,95 mg L-1 P) e pelo 
peso de MSPA presente no controle nitrogenado (1,49 g). A= 
UFLA 03-84, B= INPA 03-11B, C= BR3267. 

 
4.3 Identificação e quantificação de ácidos orgânicos 

A produção de ácidos orgânicos no meio com P-Ca apresentou uma 

grande variação entre os isolados. No tratamento controle não foi detectado a 

presença de ácidos orgânicos (Figura 22). Para o isolado P31 que se destacou na 

solubilização de P-Ca, observamos a presença dos ácidos cítrico (0,05 mmol L-1) 

e propiônico (11,67 mmol L-1).  Para os isolados P22 e P29 que se destacaram na 

solubilização de P-Al, no meio com P-Ca observamos a presença 
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FIGURA 22 Identificação e quantificação dos ácidos orgânicos produzidos no tratamento controle e pelos isolados P31, 
P22, P29, P28 e P39 em meio de cultura GES suplementado com P-Ca. (C: cítrico; G: glucônico; L+S: 
lático + succínico; O: oxálico; P: propiônico). 
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dos ácidos oxálico (0,015 mmol L-1) e lático + succínico (3,37 mmol L-1) para o 

isolado P22, e os ácidos lático + succínico (1,25 mmol L-1) e propiônico (21,15 

mmol L-1) para o isolado P29. Enquanto que nos isolados P28 e P39, que se 

destacaram na solubilização de P-Fe, no meio com P-Ca, foi observado à 

presença do ácido propiônico (15,53 mmol L-1) para o isolado P28, e os ácidos 

oxálico (0,014 mmol L-1) e glucônico (3,16 mmol L-1) para o isolado P39 

(Figura 22). Illmer & Schinner (1992), Whitelaw et al. (1999) e Yi et al. (2008) 

encontraram concentrações próximas a deste trabalho para os ácidos cítrico, 

glucônico, lático, succínico e oxálico, entretanto, para o ácido propiônico 

Sperber (1957) e Chen et al. (2006) demonstraram sua ocorrência, mas não 

quantificaram sua produção.  

A produção de ácidos orgânicos é um dos principais mecanismos 

atribuídos a maioria dos isolados solubilizadores de fosfatos estudados (Sperber, 

1958; Halder et al., 1991; Whitelaw et al., 1999; Whitelaw, 2000; Chuang et al., 

2007;  Song et al., 2008; Tao et al., 2008; Xie, 2008), entretanto, para o meio 

com P-Al nenhum dos ácidos orgânicos avaliados foi observado, nem mesmo 

nos isolados P22 e P29, os quais se destacaram na solubilização deste fosfato 

(Figura 23). Detalhe importante é que neste meio também não houve alteração 

do pH para nenhum isolado. Verifica-se que estes resultados difere um pouco 

dos encontrados por Illmer et al. (1995), trabalhando em meio de cultura com 

pH inicial de 7,0, pois estes autores demonstraram haver solubilização de P-Al 

sem necessariamente haver produção de ácidos orgânicos, entretanto houve 

diminuição do pH. Illmer & Schinner (1992) também demonstraram haver 

solubilização de P-Ca sem produção de ácidos orgânicos, mas houve diminuição 

de pH. Um fator estudado por Yi et al. (2008) e que pode justificar esta 

solubilização é a grande produção de exopolissacarídeos apresentada por estes 

isolados (Tabela 2 - anexo), uma vez que estes autores confirmaram a 
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FIGURA 23 Identificação e quantificação dos ácidos orgânicos produzidos no tratamento controle e pelos isolados P31, 

P22, P29, P28 e P39 em meio de cultura GES suplementado com P-Al.  
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importância destes exopolissacarídeos na solubilização de P-Ca, evidenciando 

assim, que além da produção de ácidos orgânicos, existem outros fatores 

envolvidos na solubilização de fosfatos. Entretanto, há que se pesquisar mais 

para um melhor entendimento deste processo, pois a presença de outros ácidos 

orgânicos, tais como: 2-cetoglucônico (Halder et al., 1990), tartárico (Yi et al., 

2008) e glicólico (Sperber, 1958) não estudados neste trabalho, podem ter 

ocorrido.  

No meio com P-Fe foi detectada a presença dos ácidos cítrico (0,08 

mmol L-1) e lático + succínico (5,75 mmol L-1) para o isolado P28, e o ácido 

glucônico (1,28 mmol L-1) para o isolado P39, o pH não alterou para o isolado 

P28, mas diminuiu para o isolado P39, e em ambos ocorreu alta solubilização. 

Os resultados do isolado P28 não corroboram com os encontrados por Whitelaw 

et al. (1999), Chuang et al. (2007) e Song et al. (2008), devido a ocorrência de 

solubilização sem diminuição do pH, entretanto, corroboram com Chen et al. 

(2006), Sharan et al. (2008), Chaiharn & Lumyong (2009) e Jha et al. (2009) que 

encontraram bactérias solubilizando P-Ca em pH entre 6,0 e 6,3 na presença de 

ácidos orgânicos. Além disso, Nahas (1996), Chaiharn & Lumyong (2009) e Jha 

et al. (2009) não encontraram correlação significativa entre a solubilização de P-

Ca e a diminuição do pH do meio e mesmo assim ocorreu solubilização. Assim, 

outros fatores devem ser também considerados, como por exemplo, o tempo, as 

condições de crescimento, as características fisiológicas dos microrganismos, o 

tipo de fosfato utilizado e principalmente o pKs dos ácidos encontrados, pois 

neste caso, os ácidos apresentam pKs inferiores ao pH do meio, estando assim, 

na fase aniônica atuando como quelantes do metal acompanhante do íon fosfato, 

não diminuindo assim o pH (Whitelaw, 2000). Para o isolado P31 foi detectada a 

presença dos ácidos oxálico (0,27 mmol L-1) e lático + succínico (0,56 mmol L-

1). Enquanto que para os isolados P22 e P29 foram detectadas a presença dos 

ácidos lático + succínico (3,21 mmol L-1 e 0,91 mmol L-1, respectivamente) 
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(Figura 24). A identificação e quantificação de ácidos orgânicos por 

microrganismos de um forma geral em meio com P-Fe é praticamente 

inexistente, Chuang et al. (2007) demonstraram haver a produção do ácido 

oxálico na solubilização de P-Fe e ou P-Al, mas não quantificaram, o mesmo 

acontece no trabalho de Barroso & Nahas (2008) onde concluem que a produção 

de ácidos é o principal mecanismo utilizado pelo isolado de Aspergilus niger 

para a solubilização do P-Fe, mas não identificaram nem quantificaram estes 

ácidos. 

Os isolados P29 e P31, que foram eficientes na solubilização de P-Al e 

P-Ca, respectivamente, não conseguiram solubilizar no meio contendo P-Fe, 

mesmo produzindo ácidos orgânicos neste meio. Estes resultados nos mostram 

que a produção de ácidos orgânicos nem sempre resultam na solubilização de 

fosfatos, uma vez que o tipo e a concentração total destes ácidos podem 

influenciar neste processo (Silva-Filho, 1998). 

Também vale destacar que apesar da baixa concentração de ácidos 

orgânicos no meio com P-Fe, produzidos pelo isolado P31, o pH deste diminuiu 

na mesma proporção que o pH do meio com P-Ca, pressupõem se então que o 

abaixamento do pH não ocorre apenas pela produção de ácidos orgânicos, mas 

também por outros mecanismos envolvidos no equilíbrio químico entre a célula 

e o meio externo (Illmer et al., 1995; Nahas, 1999). Embora o isolado P29 

apresente uma maior concentração de ácidos orgânicos no meio com P-Ca, foi o 

isolado P31 quem solubilizou maior concentração de P-Ca, evidenciando assim, 

que o tipo de ácido produzido pelo microrganismo e o pH do meio tem grande 

importância neste processo, uma vez que o ácido cítrico possui uma maior 

habilidade de complexação do Ca em pH próximo a 5,0, quando comparado com 

os ácidos lático e succínico (Jones, 1998), já que o ácido propiônico foi 

observado em ambos os isolados. 
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FIGURA 24 Identificação e quantificação dos ácidos orgânicos produzidos no tratamento controle e pelos isolados P31, 

P22, P29, P28 e P39 em meio de cultura GES suplementado com P-Fe. (C: cítrico; G: glucônico; L+S: 
lático + succínico; O: oxálico).
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Entre os fosfatos encontramos uma maior concentração total de ácidos 

orgânicos no meio com P-Ca (56,20 mmol L-1), seguida de P-Fe (12,06 mmol L-

1). Enquanto entre os ácidos a concentração decresce da seguinte ordem: 

propiônico (48,35 mmol L-1); lático + succínico (15,05 mmol L-1); glucônico 

(4,44 mmol L-1), oxálico (0,30 mmol L-1); cítrico (0,13 mmol L-1). Cunningham 

& Kuiack (1992) demonstram que os ácidos cítrico e oxálico são produzidos por 

Penicillium bilaii na solubilização de P-Ca. Enquanto Yi et al. (2008) 

encontraram o ácido lático (14,48 mmol L-1) em maior concentração para 

Arthrobacter sp. na solubilização de P-Ca, seguida dos ácidos oxálico + 

glucônico (6,90 mmol L-1) e cítrico (0,48 mmol L-1), já para Azotobacter sp a 

maior concentração encontrada foi para o ácido succínico (1,75 mmol L-1). 

Diferente dos resultados encontrados por Halder et al. (1990), Hwangbo 

et al. (2003), Kim et al. (2003), Chuang et al. (2007) e Barroso & Nahas (2008) 

não encontramos correlação entre a concentração total de ácidos orgânicos 

produzidos com a solubilização de fosfato, isto é bem discutido por Illmer & 

Schinner (1992, 1995) e Illmer et al. (1995). 

Os resultados obtidos nos demonstram que a solubilização de fosfatos 

inorgânicos insolúveis é dependente da produção de ácidos, para alguns 

isolados, em meio principalmente com P-Ca e P-Fe, independentemente se estes 

estejam atuando na fase protonada ou aniônica, mas no meio com P-Al a 

solubilização ocorre sem presença destes ácidos orgânicos, demonstrando que 

esta habilidade depende dos microrganismos, dos fosfatos utilizados, além de 

fatores não identificados tais como produção de exopolissacarídeos, equilíbrio 

eletrostático da célula bacteriana, mecanismos de proteção contra alumínio 

tóxico, dentre outros. 
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5 CONCLUSÕES 

 

As comunidades de bactérias isoladas de nódulos de feijão caupi dos 

dois solos são distintas e apresentam grande variabilidade na eficiência dos 

processos de FBN e solubilização de fosfatos inorgânicos insolúveis;  

Isolados altamente eficientes na FBN foram obtidos dos dois solos 

estudados; 

De maneira geral houve um maior número de isolados com capacidade 

de solubilizar fosfatos inorgânicos insolúveis em meio líquido em relação ao 

meio sólido, cuja capacidade de solubilização decresceu na seguinte ordem: P-

Ca > P-Fe > P-Al; 

A solubilização de P-Ca e P-Fe, pelos isolados, foi relacionada com a 

diminuição do pH no meio líquido; 

Os principais ácidos orgânicos produzidos pelos isolados selecionados 

foram: propiônico, lático + succínico, glucônico, oxálico e cítrico, no entanto 

não houve relação desses com a solubilização de fosfatos; 

A maioria dos ácidos orgânicos produzidos pelos isolados com 

capacidade solubilizadora de P-Ca atuaram acidificando o meio de cultura, 

enquanto no meio com P-Fe todos atuaram quelando o íon Fe3+; 
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ANEXOS 
 

TABELA 1 Resumo das análises de variância da matéria seca de parte aérea 
(MSPA), matéria seca de raiz (MSR), área foliar (AF), número de 
nódulos (NN), matéria seca de nódulos (MSN), teor de nitrogênio 
(Teor de N), acúmulo de nitrogênio na parte aérea (ANPA) e 
eficiência relativa (ER), obtidos da inoculação do feijão caupi com 
isolados de bactérias. 

 
 

QM 
FV GL 

MSPA MSR AF NN MSN Teor de N ANPA ER 

Tratamentos 82 0,7028* 0,2203* 32417,1* 36,8* 0,0093* 6,227* 1334,8* 3059,7* 

Erro 166 0,0005 0,0012     19,5 0,3 0,0000    0,009     0,9     2,57 

CV (%) 5,47 8,63 5,43 15,93 0,48 7,63 9,29 5,88 
*Teste de F significativo ao nível de 5% de probabilidade. 
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 TABELA 2 Características culturais dos isolados de bactérias obtidos do feijão caupi com amostras de solo de Lavras e 
Patos de Minas, realizada assim que se constatou o crescimento da colônia no meio. 

 

Isolado Taxa de 
Crescimento(1) pH(2) Cor da 

colônia 
Produção 
de muco 

Consistência 
da colônia 

Transmissão 
de luz 

Absorção do 
Indicador 

Diâmetro  
da colônia(3)

Forma  
da colônia

Elevação 
da colônia

Borda  
da colônia

Superfície 
 da colônia

L1(4) 2 a 3 Ácido Laranja Pouca Seca Opaca Sim 2 a 3 Irregular Plana Ondulada Rugosa 
L2 2 a 3 Alcalino Rosa Pouca Seca Opaca Não 3 a 4 Circular Plana Inteira Lisa 
L3 2 a 3 Ácido Laranja Pouca Seca Opaca Não 1 a 2 Irregular Plana Inteira Lisa 
L4 2 a 3 Ácido Laranja Pouca Seca Opaca Sim 1 a 2 Irregular Plana Ondulada Lisa 
L5 2 a 3 Ácido Amarela Média Aquosa Opaca Sim 3 a 4 Circular Lente Inteira Lisa 
L6 2 a 3 Ácido Amarela Média Aquosa Opaca Sim 1 a 2 Circular Lente Inteira Lisa 
L7 2 a 3 Ácido Amarela Pouca Seca Opaca Não 1 Circular Convexa Inteira Lisa 
L8 2 a 3 Ácido Amarela Pouca Aquosa Opaca Sim 1 Circular Convexa Inteira Lisa 
L9 2 a 3 Ácido Laranja Média Aquosa Opaca Sim 2 a 3 Circular Convexa Inteira Lisa 
L10 2 a 3 Ácido Laranja Pouca Seca Opaca Sim 1 a 2 Circular Convexa Inteira Lisa 
L11 2 a 3 Ácido Amarela Pouca Aquosa Opaca Não 1 a 2 Circular Lente Inteira Lisa 
L12 4 a 5 Ácido Amarela Pouca Seca Opaca Sim 1 Circular Lente Ondulada Lisa 
L13 2 a 3 Ácido Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 2 a 3 Circular Drop-like Inteira Rugosa 
L14 2 a 3 Ácido Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 1 a 2 Circular Drop-like Inteira Lisa 
L15 2 a 3 Ácido Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 2 a 3 Circular Drop-like Inteira Lisa 
L16 2 a 3 Ácido Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 2 a 3 Circular Drop-like Inteira Lisa 
L17 2 a 3 Ácido Amarela Média Aquosa Opaca Sim 1 a 2 Irregular Lente Ondulada Lisa 
L18 2 a 3 Ácido Amarela Pouca Seca Opaca Sim 1 a 2 Irregular Convexa Ondulada Lisa 
L19 2 a 3 Alcalino Amarela Média Aquosa Brilhante Não 1 Circular Lente Inteira Lisa 
L20 2 a 3 Ácido Amarela Alta Gomosa Brilhante Não < 1 Circular Plana Inteira Lisa 
L21 2 a 3 Ácido Branca Alta Gomosa Brilhante Não 1 a 2 Circular Convexa Inteira Lisa 

...continua...
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TABELA 2, Cont. 
L22 2 a 3 Ácido Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 4 a 5 Irregular Convexa Ondulada Lisa 
L23 2 a 3 Ácido Amarela Pouca Aquosa Brilhante Não 1 Circular Convexa Inteira Lisa 
L24 2 a 3 Ácido Amarela Alta Gomosa Brilhante Não 1 a 2 Circular Lente Inteira Lisa 
L25 2 a 3 Ácido Branca Média Aquosa Brilhante Não 3 a 4 Irregular Lente Ondulada Rugosa 
L26 2 a 3 Alcalino Rosa Pouca Seca Opaca Não 1 a 2 Circular Lente Inteira Lisa 
L27 2 a 3 Ácido Amarela Alta Gomosa Brilhante Não 6 a 7 Circular Drop-like Inteira Lisa 
L28 4 a 5 Neutro Branca Pouca Seca Opaca Não < 1 Circular Lente Inteira Lisa 
L29 2 a 3 Ácido Amarela Pouca Seca Opaca Sim 1 a 2 Irregular Lente Ondulada Rugosa 
L30 2 a 3 Ácido Amarela Pouca Aquosa Brilhante Sim 1 a 2 Circular Lente Inteira Lisa 
L31 2 a 3 Ácido Amarela Alta Gomosa Brilhante Não 3 a 4 Circular Convexa Inteira Lisa 
L32 2 a 3 Ácido Branca Pouca Seca Opaca Não 1 a 2 Irregular Plana Ondulada Rugosa 
L33 2 a 3 Ácido Amarela Média Aquosa Brilhante Sim 1 a 2 Irregular Lente Ondulada Lisa 
L34 2 a 3 Ácido Branca Média Aquosa Brilhante Não 3 a 4 Circular Lente Inteira Lisa 
L35 2 a 3 Ácido Amarela Média Aquosa Brilhante Sim 3 a 4 Irregular Lente Ondulada Lisa 
L36 2 a 3 Ácido Amarela Média Aquosa Brilhante Sim 4 a 5 Irregular Lente Ondulada Lisa 
L37 2 a 3 Ácido Amarela Pouca Seca Opaca Sim 1 Irregular Plana Ondulada Rugosa 
P1(5) 2 a 3 Ácido Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 4 Irregular Convexa Ondulada Lisa 
P2 2 a 3 Ácido Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 4 a 5 Irregular Convexa Ondulada Lisa 
P3 2 a 3 Ácido Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 5 Circular Drop-like Inteira Lisa 
P4 2 a 3 Ácido Amarela Média Aquosa Brilhante Sim 2 a 3 Irregular Lente Ondulada Lisa 
P5 2 a 3 Ácido Amarela Média Aquosa Brilhante Sim 3 a 4 Irregular Lente Ondulada Lisa 
P6 2 a 3 Alcalino Branca Pouca Seca Opaca Não 2 Irregular Lente Ondulada Lisa 
P7 2 a 3 Ácido Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim < 1 Circular Convexa Inteira Lisa 
P8 2 a 3 Ácido Amarela Média Aquosa Brilhante Sim <1 Circular Lente Inteira Lisa 
P9 2 a 3 Neutro Amarela Média Aquosa Opaca Não 1 a 2 Irregular Lente Ondulada Rugosa 

...continua...
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TABELA 2, Cont. 
P10 2 a 3 Ácido Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 7 Circular Drop-like Inteira Lisa 
P11 2 a 3 Ácido Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 1 a 2 Circular Drop-like Ondulada Lisa 
P12 2 a 3 Ácido Amarela Média Aquosa Brilhante Sim 1 a 2 Irregular Lente Ondulada Lisa 
P13 2 a 3 Ácido Amarela Pouca Seca Opaca Sim 1 a 2 Irregular Lente Ondulada Lisa 
P14 2 a 3 Ácido Amarela Pouca Seca Opaca Sim 1 Circular Lente Inteira Lisa 
P15 2 a 3 Ácido Amarela Média Aquosa Opaca Não 2 a 3 Irregular Lente Ondulada Rugosa 
P16 2 a 3 Ácido Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 2 a 3 Irregular Convexa Ondulada Lisa 
P17 2 a 3 Ácido Amarela Pouca Seca Opaca Sim 1 a 2 Circular Lente Inteira Lisa 
P18 2 a 3 Alcalino Amarela Média Aquosa Opaca Sim 3 Circular Convexa Inteira Lisa 
P19 2 a 3 Ácido Amarela Pouca Seca Opaca Sim 1 Irregular Lente Ondulada Lisa 
P20 2 a 3 Ácido Amarela Alta Gomosa Brilhante Não 5 Circular Convexa Inteira Lisa 
P21 2 a 3 Ácido Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 2 a 3 Irregular Lente Ondulada Lisa 
P22 2 a 3 Ácido Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 1 a 2 Circular Convexa Inteira Lisa 
P23 2 a 3 Ácido Amarela Média Aquosa Opaca Sim 2 a 3 Irregular Lente Ondulada Rugosa 
P24 2 a 3 Ácido Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 3 Irregular Lente Ondulada Lisa 
P25 2 a 3 Ácido Amarela Média Aquosa Brilhante Sim 3 a 4 Irregular Lente Ondulada Rugosa 
P26 2 a 3 Neutro Amarela Média Seca Opaca Sim 2 a 3 Irregular Lente Ondulada Rugosa 
P27 2 a 3 Ácido Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 6 Circular Drop-like Inteira Lisa 
P28 2 a 3 Ácido Amarela Média Seca Opaca Sim <1 Circular Drop-like Inteira Rugosa 
P29 2 a 3 Ácido Branca Alta Gomosa Brilhante Não 9 Irregular Lente Ondulada Rugosa 
P30 4 a 5 Alcalino Rosa Pouca Seca Opaca Não 1 a 2 Circular Lente Inteira Lisa 
P31 2 a 3 Ácido Amarela Pouca Seca Brilhante Sim 1 a 2 Irregular Lente Ondulada Lisa 
P32 2 a 3 Ácido Amarela Pouca Seca Opaca Sim < 1 Irregular Lente Ondulada Lisa 
P33 2 a 3 Ácido Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 2 a 3 Circular Drop-like Inteira Lisa 
P34 2 a 3 Ácido Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 3 a 4 Irregular Convexa Ondulada Lisa 

...continua...
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TABELA 2, Cont. 
P35 2 a 3 Ácido Amarela Média Aquosa Brilhante Sim 1 a 2 Irregular Lente Ondulada Lisa 
P36 2 a 3 Ácido Amarela Média Aquosa Brilhante Sim 2 a 3 Irregular Convexa Ondulada Lisa 
P37 2 a 3 Ácido Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 2 a 3 Irregular Convexa Ondulada Lisa 
P38 2 a 3 Ácido Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 2 Circular Convexa Inteira Lisa 
P39 2 a 3 Ácido Amarela Alta Gomosa Brilhante Sim 3 a 4 Irregular Convexa Ondulada Lisa 
P40 2 a 3 Alcalino Branca Pouca Seca Brilhante Não < 1 Irregular Plana Ondulada Lisa 
P41 2 a 3 Alcalino Branca Pouca Seca Opaca Não 3 a 4 Irregular Lente Ondulada Rugosa 

(1) Aparecimento de colônias isoladas.  (2)pH do meio de cultura. (3)Diâmetro da colônia em mm. (4)Isolados obtidos do solo de Lavras. 
(5)Isolados obtidos do solo de Patos de Minas. 
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