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RESUMO

O aumento da demanda por produtos florestais € uma realidade no Brasil
e no mundo. Com as restricdes ao aumento das dreas reflorestadas, as pesquisas
atuais buscam aumentar a produtividade das plantagcdes. A baixa
disponibilidade de fésforo (P) no solo determina o uso de intensa adubagdo com
fosfatos solUveis em larga escala, onerando os custos de producdo. Além disso,
parte desses fosfatos € convertida a formas insoldveis, indisponiveis as plantas.
Diversos microrganismos do solo atuam na ciclagem do P, enfre eles os
solubilizadores de fosfatos (MSF) e os fungos ectomicorrizicos (fECM). Os MSF,
geralmente fungos e bactérias de vida livre no solo, disponibilizam os fosfatos de
baixa solubilidade. Os fECM favorecem a absorc&io de P e, em alguns casos,
podem atuar como solubilizadores. Além disso, ambos podem produzir
subst@ncias promotoras do crescimento vegetal. A possibilidade de utilizagcdo
desses microrganismos em inoculagdes conjuntas € uma alternativa as prdaticas
atuais para aumento da produtividade. Para tanto, sdo necessdrios estudos
sobre a compatibilidade entre esses microrganismos, que possibilitem sua
aplicagcdo como inéculo em sistemas de producdo de plantas. Nesse contexto,
este estudo teve como objetivo avaliar as interagcdes entre MSF e fECM e seu
efeito sobre o crescimento e absor¢do de P em Pinus taeda L. Inicialmente,
observou-se que os meios GEL e GMM sdo adequados ao crescimento conjunto
de MSF e fECM. Quatro fECM e oito MSF foram estudados em meio sdlido e
liquido, avdliando-se o efeito do cultivo simulténeo sobre o crescimento e
solubilizag&o de fosfato. As interagdes de neutralismo predominaram, indicando
a possibilidade de inoculacdo conjunta. Em meio GEL, todos os MSF e fECM
(isoladamente ou em combinagdo) solubilizaram fosfato de cdicio. NGdo houve
correlagdo entre a solubilizagcdo e o pH. Dois fECM apresentaram potencial de
solubilizacdo superior aos obtidos pela maioria dos MSF. Algumas interagoes
apresentaram aumento na quantidade de P solubilizado, e houve efeito sinérgico
na intera¢do UFSC-Cg02 (Cenococcum geophilum) + MSF-262 (Penicillium sp.). O
estudo em casa de vegetacdo demonstrou que MSF e fECM, inoculados
isoladamente ou em combinagdo, sdo capazes de promover a absor¢cdo de P e
o crescimento de P. taeda. Houve correlagdo positiva entre o P solubilizado em
meio de cultura e o P absorvido pelas plantas. Resultados obtidos por TLC,
espectrofotometria e HPLC demonstraram que os isolados MSF-195, MSF-251
(Aspergillus  spp.). UFSC-Cg02 (Cenococcum geophilum) e UFSC-Rh90
(Rhizopogon nigrescens) produziram substéncias inddlicas em meio GEL com L-
triptofano. Entretanto, nGo houve correlagcdo entre a produgcdo de matéria seca
e a producdo de AlA. Para os parémetros de solubilizagdo e absor¢cdo de fésforo
por mudas de P. taeda, os melhores resultados foram obtidos com as
combinag¢des UFSC-Cg02 + MSF-262, UFSC-Cg02 + MSF-239, UFSC-Cg02 + MSF-
310A e UFSC-Su155 + MSF-310A.
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ABSTRACT

Increasing the production of reforestation areas is a real necessity in Brazil
and worldwide. However, because of the restrictions imposed upon the use of
new areas, research is focusing in improving the productivity of reforestated land.
The low disponibility of soil P requires the application of soluble phosphates, with
higher production costs. Besides, an important portion of the P applied may be
converted into insoluble forms, less available to plants. Many soil microorganisms
are active in P cycling, including phosphate solubilizing microorganisms (PSM) and
mycorrhizal fungi. The PSM, most of them free-living soil fungi and bacteria, are
able to transform soil P to products available to plants. Ectomycorrhizal fungi
(ECMf) increase P-uptake by plants and its solubilization. Both types of
microorganisms may also produce plant growth promoting substances. The
application of these microorganisms in controlled inoculation is an alternative to
traditional fertilization practices to augment reforestation productivity. Studies
concerning the compatibility between these different microorganisms are
necessary before their application as mixing inoculum in plant production
systems. In this context, this study aims to determine the interactions between PSM
and ECMf and their effect on growth and P-uptake by Pinus taeda L. seedlings.
The first assay revealed that GEL and GMM are adequate media to double
cultivating ECMf and PSM. Four ECMf and eight PSM were studied on solid and
liquid media concerning their mutual effects and on phosphate solubilization.
Most of the combinations between these two types of microorganisms showed
neutral interaction. In GEL medium, PSM and ECMf (alone or in combination) were
able to solubilize calcium phosphate. No correlation between P-solubilizing and
pH of the medium was observed. Two ECMf presented higher P-solubilization
potential than some PSM. Some ECMf-PSM combinations induced a higher
quantity of solubilized P, and a synergetic effect was observed when the isolates
UFSC-Cg02 (Cenococcum geophilum) + MSF-262 (Penicillium sp.) were cultivated
togheter. In greenhouse, inoculation of P. taeda with PSM and ECMf, alone or in
combination, promoted higher P-uptake and plant growth than the non-
inoculated control. There was a significant correlation between P-solubilized in
GEL medium and P-uptake by plants. According to the results obtained by TLC,
spectrophotometry and HPLC techniques, the isolates MSF-195, MSF-251
(Aspergillus  spp.), UFSC-Cg02 (Cenococcum geophilum) and UFSC-Rh90
(Rhizopogon nigrescens) produced indol-3-acetic acid (IAA) in GEL medium
supplied with L-fryptophan. No correlation was observed between IAA production
and dry matter. in terms of P-solubilizing and P-uptake by plants, the best results
were obtained with the combination of UFSC-Cg02 + MSF-262, UFSC-Cg02 + MSF-
239, UFSC-Cg02 + MSF-310A and UFSC-Su155 + MSF-310A.
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INTRODUGAO

Grande parte da demanda mundial de madeira é suprida pelo
desmatamento de florestas nativas. Nos trépicos, estima-se que cerca de dez
milhdes de hectares de florestas sdo removidos anualmente. As conseqUéncias
sdo drdsticas, € vio desde a extingdo de espécies até a emadicacdo de
ecossistemas inteiros, afetando o equilibrio ecolégico e ocasionando sérias
alteracdes no clima do planeta.

Os setores de producdo que buscam suprir sua demanda a partir de
florestamentos com espécies exdticas ou nativas, ainda sdo insuficientes no Brasil.
Na regido Sul, os florestamentos com pinus e eucaliptos respondem pela maior
parte da demanda local de madeira, mas o constante aumento do consumo
mundial de produtos florestais exige uma ampliagdo dessa oferta a curto prazo.

A importancia do setor florestal € inegdvel e ndo se limita as caracteristicas
sécio-econdmicas. Se puderem expandir sua producdo de forma racional e
controlada, os florestamentos poderdo contribuir para que novas dreas de
florestas nativas ndo sejam eliminadas.

Entre as tecnologias desenvolvidas nas Ultimas décadas, para otimizar a
produtividade vegetal, destacam-se as biotecnoldgicas, por oferecer alternativas
econdmicas e adequadas & produgcdo racional. Os sistemas de
micropropagacdo e a utilizagcdo de microrganismos benéficos ao crescimento
vegetal sGo exemplos dessa nova realidade. Nesse sentido, o Brasil ocupa uma
posicdo de destaque por ser detentor de uma tecnologia florestal das mais
avang¢adas do planeta.

Um dos fatores que limita a producdo de esséncias florestais no Brasil é a
fertilidade do solo, onde o fésforo representa um dos maiores problemas, em
decorréncia de sua baixa disponibilidade. A adubacdo com fosfatos soldveis €
utilizada em larga escala na producdo de mudas, onerando os custos. A maior
parte desses € convertida a formas insolUveis, indisponiveis aos vegetais.

Diversos grupos de microrganismos do solo vém sendo estudados por seu

papel importante na ciclagem desse macronutriente, entre eles os solubilizadores
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de fosfatos e os fungos micorrizicos. Os microrganismos solubilizadores de fosfatos,
de vida livre no solo, disponibilizam fosfatos inorgénicos de baixa solubilidade. Os
fungos ectomicorrizicos favorecem a absor¢tio de nutrientes e podem, também,
apresentar capacidade de solubilizar fosfatos. Além disso, ambos podem
promover o crescimento das plantas pela producdo de hormdnios vegetais e
vitaminas ou, ainda, atuar na fragdo orgdnica do fésforo através da producdo
de fosfatases.

Estudos sobre a utilizagdo de inoculantes contendo microrganismos
solubilizadores de fosfatos e fungos ectomicorrizicos, para a produgdo de plantas
cultivadas, sdo raros. A definicdo de uma metodologia que torne isso possivel, e
que permita incrementar a producdo de pinus, pode se constituir numa
importante alternativa as prdticas convencionais. Para tanto, tornam-se
necessarios estudos sobre a compadatibiidade entre os diferentes tipos de
microrganismos, © cultivo em diferentes substratos, os mecanismos envolvidos na
promog¢do do crescimento vegetal e, finalimente, os métodos de inoculagcdo em
viveiro ou a campo.

Os estudos detalhados nesta disserfacdo baseiam-se na hipdtese de que
0s microrganismos pertencentes s colec;ées dos Laboratdérios de Microbiologia
do Solo e de Ectomicorrizas da Universidade Federal de Santa Catarina
apresentam potencial para promover o crescimento vegetal por diferentes
mecanismos, com a possibilidade de serem utilizados conjuntamente na forma
de inoculantes desenvolvidos para a produ¢do de mudas de pinus. Este trabalho
teve como objetivos selecionar meios de cultura que possibilitem o crescimento
conjunto de microrganismos solubilizadores de fosfatos e fungos ectomicorrizicos;
estudar a compatibilidade entre isolados desses grupos; verificar os mecanismos
envolvidos nos processos de solubilizacdo de fosfato € na promocdo do
crescimento de plantas, afravés da determinacdo da produgcdo microbiana de
dcidos orgénicos e horménios vegetais; e verificar o efeito da inoculagcdo com
microrganismos solubilizadores de fosfatos e fungos ectomicorrizicos sobre o
crescimento, absor¢do de fésforo e colonizagdo micorrizica de mudas de P.

faeda, em condi¢des de casa-de-vegetacdo.



CAPITULO 1

REVISAO DA LITERATURA

1.1 - A PRODUGAO DE ESSENCIAS FLORESTAIS NO BRASIL

Os florestamentos com espécies exdticas foram estimulados a partir da
década de 60, através de incentivos fiscais e pela criacdo do Instituto Brasileiro
de Desenvolvimento Florestal (IBDF), extinto em 1987 (HOEFLICH, SCHAITZA,
MATTOS, 2000). Essas politicas governamentais promoveram uma rdpida
ampliacdo da drea plantada com pinus e eucdliptos, mas ndo evitaram o
desmatamento de florestas nativas, nem a ocupac¢do de dreas com potencial
para a producdo de alimentos. Atualmente, a expansdo tem sido melhor
orientada, voltada as dreas j@ desmatadas, com baixa fertiidade do solo e
impréprias para a producdo agricola (MELFI, CERRI, POGGIANI, 2000).

Dados da Sociedade Brasileira de Silvicultura (SBS) indicam que o setor
florestal emprega 2 milhées de pessoas no Brasil. Como segmento econdémico, é
responsavel por um faturamento anual de US$ 21 bilhdes. Contribui com cerca de
US$ 2 bilhdes anuais em impostos, 10% das exportacdes e 4% do produto interno
bruto do Pais (SOCIEDADE BRASILEIRA DE SILVICULTURA, 2002). Em 2000, o setor de
papel e celulose contribuiu com US$ 2,5 bilhdes as exportacdes brasileiras (Figura
1.1), o que representa um montante superior aos obtidos pelas exportacdes de
café, agucar, fumo ou suco de laranja, e inferior apenas & exportacdo de soja
(MINISTERIO DA AGRICULTURA E DO ABASTECIMENTO, 2002). Considerando outros
produtos florestais, como madeira e carvdo, as exportacdes totais desse setor
ultrapassaram os US$ 3,3 bilndes.

O desenvolvimento da silvicultura no Brasil nas Ultimas décadas e as
condi¢gdes naturais favordveis possibilitaram ganhos de produtividade e o

encurtamento dos ciclos de rota¢do das florestas cultivadas, conseguindo-se,
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com isso, reduzir os custos de producdo. O menor custo da madeira florestada no
Brasil, em relacd@o aos paises do hemisfério norte, cria vantagens importantes nos
custos de producdo industrial, chegando a ser até 25% mais baixo, no caso da
celulose (TORESAN, 2002). Com isso, desde 1996 a participa¢do dos produtos de
papel e celulose vem .opresen’rondo uma tendéncia de crescimento nas
exportacdes agroflorestais brasileiras, chegando a mais de 16,5% do total, no ano
2000 (Figura 1.2).

/ 4,197

USS$ bilhdes

0813 .761

mSoja @Papel e celulose QCafé mgSuco de laranja @Fumo @AgUcar

Figura 1.1 - Exportagcdo de produtos agroflorestais brasileiros no
ano 2000 (USS bilhGes). Fonte: SECEX/MDIC.
(MINISTERIO DA AGRICULTURA E DO ABASTECIMENTO,
2002).

Além da importancia sécio-econdmica, os florestamentos com pinus e
eucaliptos constituem uma real necessidade & producdo de madeira serrada,
moveis, chapas de compensado, aglomerado, lenha, carv@o vegetal, papel,
celulose, tecidos e resinas. No Brasil, a demanda de madeira é de 250 milhdes de
m3 ano! (HOEFLICH, SCHAITZA, MATTIOS, 2000). Grande parte ainda € suprida
pelas florestas nativas, especialmente quando se considera a exploracdo de

madeira-de-lei. Entretanto, com a constante pressdo internacional pela
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preservacdo das florestas nativas brasileiras, houve, na Ultima década, uma
mudanca considerdvel de comportamento que tende a reverter

definitivamente esse panorama.
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Figura 1.2 - Participa¢do dos produtos de papel e celulose nas
exportagoes agroflorestais brasileiras entre os anos
de 1996 e 2000 (%). Fontes: SECEX/MDIC. (MINISTERIO
DA AGRICULTURA E DO ABASTECIMENTO, 2002).

Entre 1990 e 1999, por exemplo, houve uma inversdo na participagdo das
florestas nativas na produgdo de carvdo vegetal, com a substituicGo das mesmas
pelas florestas plantadas (Figura 1.3). O mesmo acontece com a producdo de
papel e celulose, onde toda a madeira utilizada atualmente no Brasil provém da
silvicultura (TORESAN, 2002). Desde 1998, a produg@o de madeira cultivada para
processamento mecdnico € maior que o volume extraido das florestas nativas.
Os Estados do Parand, Santa Catarina, Rio Grande do Sul e S@o Paulo foram
responsdveis, em 1999, por 90% desta produgdo (Figura 1.4), predominando a
madeira de pinus.

O Estado de Santa Catarina possui aproximadamente 5% de seu territério

coberto com florestas plantadas, principalmente com pinus e eucadliptos. E o
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maior produtor e exportador de mdveis de madeira do Pais (Figura 1.5) e o
terceiro maior na producdo de papel e celulose. Dos 360 mil hectares
reflorestados no Estado até 1999, 88% sdo ocupados por espéecies de pinus
(TORESAN, 2002). A exceléncia das condigdes de clima para o desenvolvimento
florestal caracteriza Santa Catarina como uma das regides de maior
produtividade florestal do Brasil. Em 1995, o Estado obteve a mais alta

produtividade do Pais na produg¢do de pinus (TORESAN, 2002).
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Figura 1.3 - Consumo de carvao vegetal de origem de florestas
nativas e florestamentos no Brasil entre os anos de
1990 e 1999 (%). Fonte: ABRACAVE (INSTITUTO DE
PESQUISAS E ESTUDOS FLORESTAIS/IPEF, 2002q).

Nos ultimos anos, houve um crescimento nas exportacdes florestais
catarinenses, confimando a tendéncia de sua import@ncia na pauta das
exportagdes do Estado. Em 1993, as exportagcdes do setor representavam 14,6%
do total exportado, e em 2000, este percentual chegou a 22,9% (TORESAN, 2002).
Andlisando as exportacdes catarinenses do primeiro bimesire de 2002 [MINISTERIO
DO DESENVOLVIMENTO INDUSTRIA E COMERCIO EXTERIOR, 2002), observa-se a

manutenc@o desta parficipagcdo dos produtos florestais, que responderam por
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21,7% do total de exportacdes nesse periodo, sendo superior as exportacdes de
produtos dos setores metal-mecanico, téxtil e cer@mico (Figura 1.6).

O estudo de processos biotecnoldgicos economicamente vidveis, que
incrementem a produtividade e a lucratividade das plantas de pinus, no viveiro e
no plantio definitivo, pode contribuir para a competitividade dos produtos
florestais brasileiros no mercado internacional. Assim, pode-se evitar o avango
em dreas proprias para o cultivo de dlimentos e a ampliagdo das dareas

desmatadas no Pais, contribuindo para a preserva¢do das espécies nativas.

Demais Estados
5%

5%

Figura 1.4 - Participagdo dos Estados brasileiros na produgdo de
madeira cultivada para processamento mecanico, em
1999. Fonte: INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA/IBGE (2001).
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Figura 1.5 - Principais Estados brasileiros exportadores de
moéveis de madeira (%). Fonte: Dados de 1997,
INSTITUTO DE PESQUISAS E ESTUDOS FLORESTAIS/
IPEF (2002b).
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Figura 1.6 - Participagdo dos principais produtos nas exportagcoes
catarinenses do primeiro bimesire de 2002 (%). Fonte: SECEX
(MINISTERIO DO DESENVOLVIMENTO INDUSTRIA E COMERCIO
EXTERIOR, 2002).
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1.2- O CICLO DO FOSFORO

O fosforo € um elemento essencial a vida, pois a maioria dos processos
metabdlicos de qualquer organismo depende da presenca desse elemento. Estd
envolvido nas vias de transferéncia de energia - nas moléculas de ATP e NADPH*;
replicagcdo e transcricdo do material genético - nas moléculas de DNA e RNA; e
como constituinte das membranas celulares.

A disponibilidade de fésforo no solo estd relacionada as transformagdes
quimicas e bioldgicas desse elemento (Figura 1.7). A decomposicdo da matéria
orgd@nica por microrganismos € a principal fonte de manutencdo do ciclo. Eles
imobilizam uma parcela do fésforo mineralizado e liberam a maior parte para a
solugdio do solo. A quantidade de fosforo disponivel em solugcdo € muito menor
que as existentes nas outras fragdes, correspondendo, em média, a 0,01% do
total (BRADY, 1989). Quando se aplicam ferfilizantes solUveis, os ions fosfato
s@o inicialmente liberados na solu¢cdo do solo e ficam em equilibrio com a fragdo
l&bil, que repde o fosforo @ medida que as plantas o utilizam. Da fracdo 1abil, os
ions fosfato sGo convertidos a fosfatos insolUveis, por adsorcdo na superficie de
um sdélido ou por precipitagdo. O fosfato passa progressivamente da frac&o Iabil
a ndo-labil, tornando-se cada vez menos disponivel as plantas (MALAVOLTA &
PONCHIO, 1987). O retorno a fragcdo Idbil € pegueno e extremamente lento, mas
pode ser otimizado e acelerado por mecanismos de solubilizacdo pela
microbiota do solo.

Além da baixa solubilidade, a concentracdo de fésforo no solo é afetada
pelas perdas por erosdo. Em todo o mundo, estima-se que cerca de 3,5 milhdes
de toneladas de fésforo atinjom os oceanos a cada ano, causando sérios
desequilibrios, devido aos processos de eutrofizacdo [MALAVOLTA, 1992). Perdas
de fésforo do solo por lixiviagdo ou percolagdo sdo consideradas despreziveis,

exceto sob altas concentracdes de fertilizantes solUveis (RAIJ, 1991).
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>
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Figura 1.7 - Ciclo do fosforo no solo (adaptado de NAHAS, 1999).

1.3 - A PROBLEMATICA DO FOSFORO NA NUTRIGAO VEGETAL

Nas plantas, o fosforo atua na fotossintese, na respiragcdo, na transferéncia
e armazenamento de energia, na divisGo celular, no crescimento das células,
enire outros processos. E absorvido principalmente na forma iénica monovalente
de ortofosfato (H2POs), mas pode ser absorvido fambém na forma de HPO42, em
solos neutros e alcalinos. A maioria das plantas cultivadas em sistemas agricolas e
florestais contém entre 0,05 e 0,5% de fésforo em seus tecidos, encontrado em

compostos orgdnicos como fitinas, fosfolipidios, dacidos nucléicos, acgUcares
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fosforilados, coenzimas e outros compostos, além de ser encontrado na forma de
ortofosfato inorgénico, principalmente nos vacuolos (ALEXANDER, 1980).

A maior parte do fésforo existente nos solos das regides fropicais e
subtropicais se encontra sob formas indisponiveis aos vegetais (RAIJ, ROSAND,
LOBATO, 1982). Uma parcela se encontra na matéria orgdnica e depende dos
processos de mineralizacdo para se tornar disponivel. Porém, quando a matéria
orgdnica apresenta alto teor de carbono e baixa concentfra¢cdo de fésforo, este
elemento € imobilizado pelos microrganismos do solo.

Na fracdo inorgénica, o fésforo da solucdo do solo torna-se rapidamente
indisponivel por diferentes formas de retencdo. A retencdo, também
denominada “fixacdo", ocorre por adsor¢do e oclusdo a particulas sélidas, ou
por precipitagdo, quando se formam os fosfatos insoldveis (Figura 1.8). A
adsorcdo e oclusdo ocorrem principalmente em solos dcidos e se constituem, de
modo geral, nas primeiras formas de retencdo. A adsorcdo € um processo
répido, onde o fosfato fica adsorvido a superficie dos oxidos de ferro e aluminio e
aos coldides do solo. A oclus@o, um pouco mais lenta, é a penetracdo difusiva
do fosfato no corpo das particulas coloidais, sendo considerada uma substituicdo
isomorfica onde os fosfatos ocupam os locais deixados por particulas de silica
(MALAVOLTA, 1976).

A precipitacdo, ao contrdrio das outras formas de retencdo, € o processo
que origina os compostos mais estaveis, quando os ortofosfatos reagem, por
afinidade, com os cdtions do solo, formando fosfatos insolUveis. Nos solos dcidos,
sdo formados fosfatos de ferro e aluminio.  Nos neutros, sGo formados fosfatos de
cdicio parcialmente solUveis, € nos solos calcdrios e alcalinos, formam-se os
fosfatos insolUveis de cdlcio (FASSBENDER, 1977).

Para as plantas, a baixa disponibilidade de fésforo solUvel no solo reduz o
crescimento e, conseqUentemente, o rendimento de matéria seca por drea
(ALEXANDER, 1980). A aplicagcdo de fertilizantes tem sido largamente utilizada,
principalmente com fosfatados solUveis em dgua. Porém, em solos Acidos, a
maior parte desses - até 90% - transforma-se em formas ndo disponiveis aos
vegetais (FASSBENDER, 1977). Em vista disso, as quantidades de fosfatos solUveis

aplicadas &s culturas agricolas sdo muito maiores do que a necessidade real
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desse elemento pelas plantas. Além dos altos custos envolvidos nessa prdtica,
devem ser considerados os problemas relacionados as perdas no meio ambiente

e, também, o desperdicio de um recurso natural ndo renovavel.

pe————
RETENCAO
DE FOSFATOS
BIOLOGICA QUIMICA
IMOBILIZAGAO ADSORCAO PRECIPITACAO
. OCLUSAO l
1
i i ¢ i
) 1
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i i fosfatos fosfatos de fosfatos de
! E insolUveis de célcio pouco céicio
+ ! ferro e solUveis altamente
E aluminio . insoldveis
Em solos v ! : i
com matéria \4 v v
orgdanica Principalmente Em solos Em solos Em solos
pobre em em solos dcidos dcidos neutros calcdrios
fosforo e alcalinos

Figura 1.8 - Formas de retengdo do fésforo no solo (adaptado de WHITELAW,
2000).

Os fosfatos solUveis s@o produzidos industriaclmente a partir de fosfatos
minerais de baixa solubilidade, também chamados de fosfatos naturais ou
fosfatos de rocha. No Brasil, apesar de serem utfilizadas algumas reservas

nacionais de apatitas para a produgdo de superfosfatos, o custo de producdo é
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elevado (ESPINOZA, OLIVEIRA, CONTINI, 1985), pois € necessaria a importacdo
dos dcidos sulfurico e fosférico, utilizados no processo de solubilizacdo. A
produgdo apresenta um baixo indice de aproveitamento (LOBO, 1987), com
perda de 40% do fésforo na fase de concentragdo e eliminagcdo de impurezas
(GIULIETTI, WEYNE, GUARDIANI, 1987).

O uso de fosfatos naturais na agricultura brasileira ainda é bastante
reduzido, representando apenas 6% do total de fertilizantes fosfatos utilizados
(LOBO, 1986). O custo unitario € menor que o dos fosfatos soliveis, porém, a
solubilidade € baixa, o que diminui sua eficiéncia (LOPES & GOEDERT, 1987;
BRAGA et al., 1991). Por essa razdo, os fosfatos naturais precisam ser adicionados
em quantidades bem maiores do que os fosfatos solUveis, o que implica em
maior volume a ser transportado e maior custo.

As reservas brasileiras de fosfatos naturais, de origem predominantemente
ignea, estdo concentradas principalmente nos Estados de Minas Gerais e Goids
(ESPINOZA, OLIVEIRA, CONTINI, 1985), mas Santa Catarina possui uma jazida no
municipio de Anitdpolis. Se forem mantidas as formas atuais de utilizagcdo dos
fosfatos naturais brasileiros, com as perdas envolvidas nos processos de producdo
de fertilizantes soluveis, hd possibilidade de que essas jazidas sejam esgotadas a
curto prazo (ALBUQUERQUE, 1986). Sendo o fésforo um macronutriente
insubstituivel e as jazidas ndo renovdveis, devem-se empregar todos os esforcos
para propiciar uma utilizagdo racional de suas fontes, visando o prolongamento
da vida Util dessas reservas (RIEDER, 1986).

1.4 - MICRORGANISMOS SOLUBILIZADORES DE FOSFATOS

Diversos microrganismos do solo apresentam a capacidade de solubilizar
fosfatos e, em conseqUéncia, promover o crescimento das plantas. As principais
espécies de microrganismos solubilizadores de fosfatos (MSF) citadas na literatura

s@o apresentadas nas Tabelas 1.1 e 1.2.
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Tabela 1.1 - Principais espécies de bactérias solubilizadoras de fosfatos.

Espécie relatada

Fosfato solubilizado

Referéncia

Achromobacter sp.
(Alcaligenes sp.)

Acinetobacter sp.

Agrobacterium sp.
A. radiobacter

Arthrobacter sp.

Azospirillum sp.

Azotobacter chroococcum
Bacillus sp.
B. brevis (Brevibacillus brevis)

B. cereus
B. circulans

B. firmus
B. licheniformis, B. macerans
(Paenibacillus macerans)

B. megaterium

B. polymyxa (Paenibacillus

polymyxa), B. pulvifaciens (P.

larvae subsp. pulvifaciens)
B. pumilus
B. sphaericus
B. subtilis
B. thuringiensis

Bradyrhizobium sp.,
B. japonicum

Brevibacternium sp.
Enterobacter sp.

E. agglomerans

Erwinia sp.
E. herbicola

Escherichia sp.

Flavobacterium sp.

apatita

Cas(PO4)2

fosfato de rocha
Cas(PO4)2

apatita
Cas(POu4)2, AIPO4s e FEPO4

fosfato de rocha
Ca3(PO4)2

Cas(PO4)2

fostato de rocha
Ca3(PO4)2, AIPOs e FEPO4
Cas{PO4)2
fostato de rocha
Cas(POu)2
Cas(PO4)2
hidroxiapatita e fosfatos de rocha
Cas(POu)2, AIPOs e FePO4
fosfato de rocha
Ca3(PO4)2 e fosfatos de rocha

fosfato de rocha
Ca3(POu4)2, FEPO4 € AIPO,
Cas(POs)2 , hidroxiapatita e fosfatos
derocha

Cas(PO4)2
fosfato de rocha
fosfato de rocha

Cas(POu)2
fosfato de rocha

Ca3(POu)2

apatita

CaHPO4.2H,0
AIPO4 € FePOs
NaH2:PO4.2H20
hidroxianatita

CaHPO4.2H0, apatita, hidroxiapatita,

fluorapatita, fosfatos de Fe, Mn e Mg
Cas(POq)2

apatita
Cas(POs)2 , hidroxiapatita e fosfatos
derocha

apatita
CGS(POA)Z

SPERBER (1958q)

DOMEY (1987) citado por
LEINHOS & VACEK (1994)

GONZALEZ-EGUIARTE & BAREA (1975)
BELIMOV, SEREBRENNIKOVA,
STEPANOK (1999)

SPERBER (19584
BANIK & DEY (1982)

TORO, AZCON, HERRERA (1994)
DEUBEL, GRANSEE, MERBACH ({2000)

VARMA & MATHUR (1989}

GONZALEZ-EGUIARTE & BAREA (1975)
BANIK & DEY (1982)

PAUL & SUNDARA-RAO (1971)
FREITAS, BANERJEE, GERMIDA (1997)
VENKATESWARLU, RAO, RAINA(1984)

BAJPAI & SUNDARA-RAO (1971)
ARORA & GAUR (1979)
BANIK & DEY (1982)
DATTA, BANIK, GUPTA (1982)
NAHAS {1996}

TAHA et al. (1969}
BANIK & DEY (1982)
ARORA & GAUR (1979)

PAUL & SUNDARA-RAO (1971)
FREITAS, BANERJEE, GERMIDA (1997)
TAHA et al. (1969)

PAUL & SUNDARA-RAO (1971)
FREITAS, BANERJEE, GERMIDA (1997)

MIKANOVA & KUBAT (1994b)

SPERBER (1958q)

CHABOT, ANTOUN , CESCAS (1993)
TORO, AZCON, HERRERA ({1996)
LAHEURTE & BERTHELIN (1988)
KIM, McDONALD, JORDAN (1997)

DUFF, WEBLEY, SCOTT (1963)
GOLDSTEIN, ROGERS, MEAD (1993)
SPERBER (1958b)

ARORA & GAUR (1979)

SPERBER (1958a)
BELIMOV, SEREBRENNIKOVA,
STEPANOK (1999)

continua...
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Espécie relatada

Fosfato solubliizado

Referéncia

Micrococcus sp.

Micromonospora sp.
Mycobacterium sp.
Nocardia sp.
Pantoea agglomerans
Proteus sp.

Pseudomonas sp.

P. cepacia (Burkholderia
cepacia)
P. fluorescens

Rahnella aquatilis
Rhizobium sp.
R. leguminosarum var.
phaseoli

Sarcina sp.
Serratia sp.
Streptomyces sp.
Thiobacillus sp.
Xanthomonas maltophilia

{Stenofrophomonas
maltophilia)

fosfato de rocha
Cas(POus)2., AIPO4 e FePO4

apatita
apatita
apatita
Cas(PO4)2
Cas(POs)2
fosfato de rocha
Caz(POu4)2
hidroxiapatita e CaHPO4.2H.0O
AlIPO4 e FePO,4
Cas(POq4)2 € fostatos de rocha
fosfato de zinco
Cas{PO4)2
apatita, FePO4, fosfatos de Mn e Mg
hidroxiapatita
Cas(POy4)2
Cas(POu4)2
apatita

fosfato de rocha

apatita
Cas(PO4)2

fosfato de rocha
Ca3(PO4)2, AIPO4 e FEPO4

fosfato de rocha

fosfato de rocha

TAHA et al. (1969)
BANIK & DEY (1982)

SPERBER (1958a)
SPERBER ({19580
SPERBER ({1958b)

DEUBEL, GRANSEE, MERBACH (2000)
MOLLA & CHOWDHURY (1984)
TAHA et al. {1969)

MOLLA & CHOWDHURY (1984
ILLMER & SCHINNER ({1992}
TORO, AZCON, HERRERA ({1996)
NAHAS (1996)

DI SIMINE, SAYER, GADD (1998)
DEUBEL, GRANSEE, MERBACH (2000)
DUFF, WEBLEY, SCOTT (1963}
KIM, JORDAN, KRISHNAN (1997)
MIKANOVA & KUBAT (1994q)
CHABOT, ANTOUN, CESCAS (1996)
SPERBER {1958a)

TAHA et al. (1969)

SPERBER (1958a)
MOLLA & CHOWDHURY (1984}

TAHA et al. (1969)
BANIK & DEY {1982)

RAJAN (1981)

FREITAS, BANERJEE, GERMIDA (1997)

Tabela 1.2 - Principais espécies de fungos solubilizadores de fosfatos.

Espécie relatada

Fostato solubiiizado

Referéncia

Aspergillus sp. Cas(PO4)2 MOLLA & CHOWDHURY (1984)
fosfato de rocha, AIPO. e FePO, CARVALHO, EIRA, PELLEGRINO (1969)
A. aculeatus, A. amstelodemi Cas(PO4)2 GUPTA et al. (1994)
A. awamori Cas(POq4)2, hidroxiapatita e fosfatos de BARTHAKUR (1978)
rocha
A. candidus Cas(POs)2, fluorapatita AGNIHOTRI (1970}

AIPOs e FePO4
Cas{POq4)2 € fosfato de rocha

BANIK & DEY (1982)
GAUR, MEERA MADAN, OSTWAL
(1973)

GUPTA et al. (1994)
CHHONKAR & SUBBA-RAO (1967}
AGNIHOTRI (1970)

A. carbonarum

A. clavatus, A. fischeri
A. flavus

Cas(POu4)2
Cas(POu)2
fluorapatita, hidroxiapatita

continua...
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Espécie relatada Fosfato solubilizado Referéncia
Aspergillus flavus fosfato de rocha GAUR, MEERA MADAN, OSTWAL
(1973)

A. foetidus
A. fumigatus

A. japonicus
A. nidulans
A. niger

A. ochraceus

A. tamarii

A. terreus

A. terricola
A. ustus

A. wentii

Beltraniella humicola
Chondrogaster angustisporus

Curvularia sp.
C. lunata

Cylindrocarpon obtusisporum
Cylindrocladium sp.
Eupenicillium shearii
Fusarium oxysporum

F. solani

Gliocladium sp.
Gliomastix murorum
Hebeloma crustuliniforme
Humicola fuscoatra
Laccaria bicolor
L. laccata
Masoniella grisea

Mortierella longicollis
M. nana

Mucor flavus
Myrothecium roridum

Paecilomyces sp.
P. fusisporus

Papulaspora mytiline

Cas3(PO4)2 e fosfatos de rocha
Cas(PO4)2 € fosfato de rocha

Cas(PO4)2, AIPOs € FEPQO4
fosfato de rocha
Cas(POsp2
apatita
Cas(POu4)z, fluorapatita, hidroxiapatita
fostatos de rocha
Co03(POy4)2, MNPO4, Zn3(PO4)2
CaHPO4.2H,0 e fosfatos de rocha
Cas(PO4)2
Cas(PO4)2
Cas(PO4)2
Cas(POu)2
Cas(PO4)2 e fosfato de rocha

Cas(POu4)2

fosfato de cdicio

fosfato de rocha
Caz(POu)2

Cas(PO4)2
Cas(POu4)2, fluorapatita, hidroxiapatita
CaHPO.4.2H20 e fostatos de rocha
Cas(POu4)2, fluorapatita, hidroxiapatita
AIPOs
Cas(PQu)2 e fluorapatita
AlIPQO,
Cas(PO4)2 e fluorapatita
Cas(POs)2
FePO4 e Cas(PO4)2
Cas(PO4)2
Ca3(PO4)2, CaHPO4.2H20,
hidroxiapatita e fitato cdicico
FePOs e Cas(POs)2
Ca3(POu)2

Cas(PO4)2
Cas(PO4)2 e hidroxiapatita

AIPO4
Ca3(POu4)2

COS(POA)Z
Cas{POu4)2

Cas(POy4)2

SALIH et al. (1989)
GAUR, MEERA MADAN, OSTWAL
(1973)

BANIK & DEY (1982)
SINGAL, GUPTA, SAXENA(1994)
CHHONKAR & SUBBA-RAO (1967)
SPERBER (1958q)
AGNIHOTRI (1970}
ARORA & GAUR (1979)
SAYER, RAGGETT, GADD (1995}
NAHAS (1996)

GUPTA et al. (1994)
CHHONKAR & SUBBA-RAO (1967)
GUPTA et al. (1994)
AGNIHOTRI {1970}

GAUR, MEERA MADAN, OSTWAL
(1973)

SURANGE (1985}
PASSOS, SILVA FILHO, OLIVEIRA (2000)

BARDIYA & GAUR (1974)
SURANGE (1985)

SURANGE (1985)
AGNIHOTRI (1970)
NAHAS (1996)
AGNIHOTRI (1970}
BARTHAKUR (1978)
AGNIHOTRI (1970)
BARTHAKUR (1978)
AGNIHOTRI {1970}
SURANGE (1985)
LEYVAL & BERTHELIN (1986)
SURANGE (1985)
NGUYEN et al. (1992)
LEYVAL & BERTHELIN (1986)
SINGH, MISHRA, KAPOOR (1982)

AGNIHOTRI (1970)
AGNIHOTRI {1970)

BARTHAKUR (1978)
SURANGE (1985)

SILVA FILHO & VIDOR (2000)
SINGH, MISHRA, KAPOOR (1982)

SINGH, MISHRA, KAPOOR (1982)

continua...
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Espécie relatada

Fosfato solubilizado

Referéncia

Paxillus involutus

Penicillium sp.

P. aurantiogriseum
P. bilqii
P. digitatum
P. fuscum
P. implicatum
P. janthinellum
P. lilacinum
P. mineoluteum
P. nigricans
P. pinophilum
P. purpurogenum
P. radicum
P. rugulosum
P. simplicissimum

P. solitum

P. variable
P. veridicatum
Phoma exigua

Pisolithus microcarpus
P. tinctorius

Rhizopus sp.
Robillarda sessilis

Scleroderma aurantium
S. citrinum

Sclerotium rolfsii
Scopulariopsis brumptii
Spegazzinia tessarthra

Suillus luteus
S. variegatus

Syncephalastrum racemosum
Trichoderma sp.
T. hamatum

T. viride

Verticillium alboatrum

Cas(PO4)2
FePOs

apatita
CaHPQO4.2H20, AIPO4, FePOse fostato
de rocha
Cas(POus)2, fluorapatita, hidroxiapatita
hidroxiapatita, AIPO4 e fosfato de
rocha
fostato de rocha
CaHPO4.2H20
Cas(PO4)2, hidroxiapatita, fosfatos de
rocha
fosfato de rocha
CaHPO4.2H20 e fosfatos de rocha
Cas(PO4)2
Cas(PO4)2
CaHPO4.2H20 e fosfatos de rocha
Caz(PO4)2
Cas(POs)2
CaHPO4.2H20 e fosfatos de rocha
CaHPQ4.2H20, Caz(PO4)2, AIPOs e
FePOs
hidroxiapatita, AIPO4 e FePQO.
AlIPO,

Ca3(PO4d)2. Co3(POs)2, MNPO: €
In3(PO4)2
CaHPO4.2H:20 e fosfatos de rocha
fosfato de rocha
CaHPO4.2H:20 e fosfatos de rocha

Cas(POu4)2

fosfato de cdicio
fosfatos de rocha

CaHPO4.2H20
Cas(PO4)2

FePOs e Caz(POs)2
fosfato de cdicio

Cas(PO4)2, fluorapatita, hidroxiapatita
Cas(POu)2
Cas(PO4)2

FePOs e apatita
apatita

Cas(POd)2
fosfato de rocha
AIPO,
Cas(POy)2 € fluorapatita

Cas{PO4)2 e fluorapatita

LEYVAL & BERTHELIN (1986)
LEYVAL & BERTHELIN {1988)

SPERBER (1958q)
CARVALHO, EIRA, PELLEGRINO {1969)

AGNIHOTRI (1970)
ILLMER, BARBATO, SCHINNER (1995)

ASEA, KUCEY, STEWART (1988)
DOWNEY & KESSEL (1990}
ARORA & GAUR (1979)

ASEA, KUCEY, STEWART (1988)
NAHAS (1996)
AGNIHOTRI (1970)
CHHONKAR & SUBBA-RAO (1967)
NAHAS (1996)

GUPTA et al. (1994)
VENKATESWARLU, RAO, RAINA(1984)
NAHAS (1996)
WHITELAW, HARDEN, HELYAR (1999)

REYES et al. (1999)
BARTHAKUR {1978)

SAYER, RAGGETT, GADD (1995)
NAHAS (1996)
VASSILEV, FENICE, FEDERICI (1996}
NAHAS (1996)
SURANGE (1985)

PASSOS, SILVA FILHO, OLIVEIRA (2000)
GOMES, OLIVEIRA, SILVA FILHO (1992)

CHABOT, ANTOUN, CESCAS (1996)
SURANGE (1985)

LEYVAL & BERTHELIN {1986)
PASSOS, SILVA FILHO, OLIVEIRA (2000)

AGNIHOTRI {1970}
SURANGE (1985)
SURANGE (1985)

RITTER & LYR (19695)
WALLANDER (2000)

SURANGE (1985)
BARDIYA & GAUR (1974)
BARTHAKUR (1978)
AGNIHOTRI (1970}

AGNIHOTRI (1970)
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1.4.1 - Isolamento e selecdo

Os MSF sdo isolados a partir de amostras do solo e cultivados em meio de
cultura sélido contendo um fosfato insoldvel. O fosfato insolivel turva o meio e,
quando hé solubilizagcdo, observa-se a formacdo de um halo tfransparente ao
redor da coldnia.

A maioria dos estudos utiliza fosfatos de cdlcio para um primeiro
isolamento, mas alguns problemas podem ocorrer em decorréncia dessa
metodologia. NAUTIYAL (1999) observou que muitos isolados, sem a formacdo de
halos transparentes em meio sdélido, foram capazes de solubilizar fosfatos em
meio liquido. Tem sido observado que muitos isolados, principalmente bactérias,
perdem a capacidade de solubilizacdo em cultivos subseqUentes (SPERBER,
1958b; KUCEY, 1983; ILLMER & SCHINNER, 1992). Se o objetivo for a solubilizacdo
dos fosfatos naturais existentes em solos acidos, seria mais adequado isolar os
MSF em meio contendo fosfatos insoluveis de Fe e Al. O isolamento com fosfatos
de Ca é adequado quando se objetiva solubilizar fosfatos naturais existentes em
solos alcalinos ou os fosfatos de cdlicio de baixa solubilidade formados apds a

adicdo de fertilizantes solUveis.

1.4.2 - Populacdo no solo e na rizosfera

As populagdes de microrganismos solubilizadores de fosfatos de vida livre
estdo entre 104 a 107 propdagulos g' de solo, variando conforme as condi¢cdes de
fertlidade, pH, temperatura e manejo do solo, e o método utilizado para
avaliacdo (SILVA FILHO & VIDOR, 1984; DOYLE, SCHARF, SILVA FILHO, 1990; EIRA,
1992; SILVA FILHO et al., 1993). Podem representar 0,1 a 50% da microbiota do solo
(KUCEY, 1983; CHABOT, ANTOUN, CESCAS, 1993), sendo particularmente
abundantes na rizosfera, devido & presenga dos exsudatos das plantas (SPERBER,
1958a; LOUW & WEBLEY, 1959), e em solo com cobertura vegetal permanente
(NUERNBERG, VIDOR, STAMMEL, 1984; SILVA FILHO & VIDOR, 1984). As espécies
vegetais também parecem afetar as populagcdes de MSF no solo, sendo estas

maiores em leguminosas que em gramineas (SYLVESTER-BRADLEY et al., 1982).
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Em viveiros de pinus e eucaliptos, SILVA FILHO et al. (1993) observaram
populacdes entre 104 a 10¢ propdgulos g' de solo ou substrato, aumentando
para até 107 com o crescimento das plantas, entre os 45 e 120 dias apds a
semeadura. Em florestas adultas, a populagdo variou entre 104 a 10¢ por grama
de solo, e apresentou uma baixa variagdo sazonal. Nesse estudo, foram obtidos
mais de 500 isolados, sendo que as bactérias representaram a maior parte, com
85% do tfotal, contra 15% de fungos. No entanto, apenas 41% das bactérias
mantiveram a capacidade de solubilizacdo de fosfato de cdicio em meio de

cultura.

1.4.3 - Promocdo do crescimento veaetal

A promog¢do do crescimento vegetal proporcionada pelos MSF pode se
dar a partir de atividades diversas, diretas e/ou indiretas, especialmente na
rizosfera (Figura 1.9). A atuagdo mais conhecida e estudada € a solubilizagdo de
fosfatos inorgdnicos existentes ou adicionados no solo (SPERBER, 1958b), como
hidroxiapatitas, fluorapatitas, fosfatos dicdlcico e tricdicico, e fosfatos de ferro e
aluminio. Ao solubilizar o fésforo e liberd-lo para a solugdo do solo, os MSF
contribuem para melhorar a nutricdo vegetal e, conseqUentemente, aumentar a
produtividade.

Alguns MSF solubilizam uma Unica fonte de fésforo, enquanto que
outros solubilizam duas ou mais, apresentando diferentes potenciais de
solubilizagdo para cada fonte (LOUW & WEBLEY, 1959; CHONNKAR & SUBBA-
RAO, 1967, CARVALHO, EIRA, PELLEGRINO, 1969; AGNIHOTRI, 1970; PAUL &
SUNDARA-RAO, 1971; ARORA & GAUR, 1979; BANIK & DEY, 1982; RAOQO,
VENKATESWARLU, KAUL, 1982; SALIH et al., 1989; NAHAS & ASSIS, 1992a; ILLMER &
SCHINNER, 1992; MIKANOVA & KUBAT, 1994a). Comparando diferentes grupos de
microrganismos solubilizadores de fosfatos, ARORA & GAUR (1979) e KUCEY
(1987) concluiram que os fungos sdo mais ativos do que as bactérias. A eficiente
acdo solubilizadora de fosfatos por fungos dos géneros Aspergillus e
Penicilium  tem sido relatada por inUmeros autores  (CARVALHO, EIRA,
PELLEGRINO, 1969; KUCEY, 1987; ASEA, KUCEY, STEWART, 1988).
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SOLUBILIZACAO DE

FOSFATOS NATURAIS SOLUBILZACAO DO

FOSFORO FIXADO

EXISTENTES OU APOS A ADICAO DE
ADICIONADOS SUPERFOSFATOS
AO SOLO
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ABSORCAO POR
ECTOMICORRIZAS

e

PRODUCAO DE PRODUCAO DE
FOSFATASES E HORMONIOS VEGETAIS
DESTOXIFICACAO E VITAMINAS
4

Figura 1.9 - Formas de atuagdo dos microrganismos solubilizadores de fosfatos

na promo¢do do crescimento vegetal.

Além da solubilizagcdo dos fosfatos de rocha, alguns MSF podem solubilizar
o fésforo retido apés a utilizacdo de superfosfatos (CHABOT, ANTOUN, CESCAS,
1996), otimizando a eficiéncia da aplicagcdo dos mesmos (KUNDU & GAUR, 1984).
NARLOCH et al. (2002), estudando as respostas do rabanete & adicdo do

superfosfato triplo e inoculacdo com MSF, obtiveram produ¢do de matéria seca
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das plantas inoculadas sob baixa concentragcdo de superfosfato semelhante &
obtida por tfratamentos com dosagens maiores, sem inoculag¢do.

Muitos MSF apresentam grande capacidade de produgdo de fosfatases,
enzimas responsdveis pela minerdlizacdo do fésforo orgénico (CASIDA, 1959;
DUFF, SARATH, PLAXTON, 1994; NAHAS, CENTURION, ASSIS, 1994). Entre as principais
fosfatases, incluem-se fitases, nucleases e fosfolipases. As fitases agem no
hexafosfato de inositol, removendo os grupamentos fosfato um a um até a
liberacdo do inositol. As nucleases degradam os dacidos nucléicos no solo,
despolimerizando as moléculas de DNA e RNA de organismos em decomposicdo.
As fosfolipases agem nos fosfolipidios das membranas celulares, liberando o
fosfato por hidrélise (ALEXANDER, 1980). As raizes das plantas também podem
produzir fosfatases que, juntamente com as fosfatases microbianas, atuam na
mineralizagcdo da matéria orgdnica e podem contribuir para a nutricdo vegetal.

Alguns MSF podem ainda produzir horménios vegetais, como citocininas,
giberelinas, acido indol-3-acético, entre outros (GONZALES-EGUIARTE & BAREA,
1975; STRZELCZYK & POKOJSKA-BURDIZIEJ, 1984; LEINHOS, 1994; LEINHOS & VACEK,
1994), e vitaminas, como riboflavina, niacina e vitamina Bi2 (BAYA, BOEHTLING,
RAMOS-CORMENZANA, 1981; STRZELCZYK & ROZYCKI, 1985), contribuindo para a
promo¢do do crescimento das plantas.

Recentemente, verificou-se que alguns MSF apresentam capacidade de
destoxificagao do solo e podem ser utilizados em programas de biorremediagao
de residuos com contaminagdo de metais e de outras substéancias (DIXON-HARDY
et al., 1998). Isso & possivel porque esses microrganismos apresentam capacidade
de solubilizagcdo de fontes metdlicas de fésforo como, por exemplo, os fosfatos
de cobalto ou de zinco.

Os fungos ectomicorrizicos (fECM) também tém sido estudados como
MSF. Além de favorecer a absor¢do do fésforo e de outros nutrientes, pelo
aumento da drea e do volume de solo explorado a partir de suas hifas, eles tém
a capacidade de solubilizar diferentes fosfatos inorg&nicos (LEYVAL & BERTHELIN,
1986; LAPEYRIE, RANGER, VAIRELLES, 1991; TAM & GRIFFITHS, 1993).
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1.4.4 - Efeitos da inoculacdo sobre o crescimento vegetal

Estudos tém demonstrado que a inoculagdo do solo ou da rizosfera com
microrganismos solubilizadores de fosfatos pode promover o crescimento dos
vegetais (TAHA et al., 1969; RALSTON & MCcBRIDE, 1976; KUNDU & GAUR, 1984;
KUCEY, 1987; LEYVAL & BERTHELIN, 1989; SILVA FILHO et al., 1991, 1992; CHABOT,
ANTOUN, CESCAS, 1993, 1996; MIKANOVA & KUBAT, 1994q). A inoculagdo com
MSF tem sido readlizada em solos sem adubac¢do, adubados com fosfatos de
rocha, ou com fosfatos solUveis, demonstrando que esses Ultimos podem ser
substituidos, total ou parcialmente, pela inoculacdo (KUNDU & GAUR, 1984;
NARLOCH et al., 2002). A maioria dos autores obtém como resultado da
inocula¢do maior producdo de matéria seca e um incremento na absorcdo de
fosforo verificado atfravés da quantidade total no tecido das plantas testadas.
Numa revisdo dos resultados dos Ultimos cinquenta anos, WHITELAW (2000) cita
incrementos que variam de 2 a 93% na producdo de matéria seca, e de 3 a 383%
na absor¢do de fésforo de plantas inoculadas com fungos solubilizadores de
fosfatos. VIDHYASEKARAN et al. (1973), por exemplo, obtiveram incrementos na
ordem de 80% sobre o peso da matéria seca e 98% sobre a quantidade de
fésforo absorvido por gréos de amendoim inoculado com Penicillium digitatum e
Aspergillus awamori. Entretanto, outros autores, como KUCEY (1987), FREITAS,
BANERJEE, GERMIDA (1997) e NARLOCH et al. (2002), obtiveram maior
produtividade sem apresentar maior absorcdo de fbésforo pelas plantas,
sugerindo o envolvimento de outros fatores na promogdo do crescimento
vegetal.

Diversos autores tém demonstrado efeitos positivos através da inoculacdo
mista com fungos micorrizicos arbusculares (KUCEY, 1987; PAULINO & AZCON,
1987; YOUNG, 1990; KIM, JORDAN, McDONALD, 1998; OMAR, 1998; SINGH &
KAPOOR, 1998 e 1999) e bactérias fixadoras de nitrogénio (KUNDU & GAUR, 1984;
MIKANOVA & KUBAT, 1994a; DUBEY, 1996). Na maioria dos casos, os efeitos
positivos da inoculagdo mista tém sido superiores aos obtidos pela inoculagcdo

isolada.
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1.4.5 - Potencial de uso biotecnolégico

Além da utilizagc@o direta em inoculantes para plantas cultivadas, os MSF
tém sido relatados pelo seu alto potencial biotecnoldégico para a utilizacdo
industrial. Alguns tém sido testados na produgcdo microbiana de fosfatos solUveis,
solubilizando fosfatos de rocha em sistemas de fermentagcdo. Sdo testes que
utilizam principios da fermentacdo sdlida em subprodutos agro-industriais, ou
fermentacdo liquida em cultivo continuo. Utilizando vinhagca como fonte de
carbono, NAHAS, BANZATTO, ASSIS (1990) obtiveram uma solubilizacdo de até
79% do fosforo total da fluorapatita por Aspergillus niger. Resultados semelhantes
foram obtidos quando utilizaram-se residuos de beterraba-agucareira e da
producdo do dleo de oliva (VASSILEV et al., 1995, 1997a). Nos estudos de
fermentagcdo em cultivo continuo, BOJINOVA et al. (1997) obtiveram um mdximo
de 90% de solubilizacdo da fosforita tunisiana utilizando A. niger sob incubacdo
em um periodo de 10 dias.

Técnicas de imobilizagcdo de células de MSF, especialmente em espuma
de poliuretano, tém sido testadas na solubilizacdo microbiana de fosfatos, tanto
em biorreatores de cultivo continuo [VASSILEV & VASSILEVA, 1992; VASSILEV,
FENICE, FEDERICI, 1996; VASSILEV et al., 1997a, 1997b; VASSILEV, VASSILEVA,
AICON, 1997; VASSILEVA et al., 1998) quanto em solo, como inoculantes de
plantas cultivadas (VASSILEV et al., 1997b; VASSILEVA et al., 1999).

1.5 - MECANISMOS DA SOLUBILIZAGAO DE FOSFATOS INORGANICOS

A ampla diversidade de microrganismos relatados, envolvendo procariotos
e eucariotos, autdtrofos e heterdtrofos, aerdbios e anaerdbios, de vida livre ou
associados diretamente as raizes das plantas, exige cautela na discussdo dos
mecanismos de solubilizagdo de fosfatos inorgdnicos. Nao se pode esperar que
exista um Unico mecanismo para explicar uma caracteristica existente em

microrganismos t&o distintos.
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Os mecanismos de solubilizagdo de fosfatos estdo relacionados a
compostos intermedidrios constitutivos do metabolismo primdario que, liberados no
solo, promovem as diversas reacdes de solubilizagdo do fésforo insoluvel. Apesar
de a baixa disponibilidade de fosforo ser um fator de estimulo a liberacdo desses
metabdlitos primdrios no solo, ela ndo € o Unico fator envolvido, pois os produtos

da respiragdo aerdbica e anaerdbica também podem promover a solubilizagdo.

1.5.1 - Producdo de 4cidos por microrganismos quimiorganotréficos

A capacidade solubilizadora dos MSF quimiorganotréficos tem sido
associada a produgdo de dacidos orgénicos, como citrico, oxdlico, mdlico,
fumdrico, succinico, ldactico, glicélico, glicénico, entre outros intermedidrios do
metabolismo dos carboidratos (SPERBER, 1958a; CUNNINGHAM & KUIACK, 1992;
KIM, McDONALD, JORDAN, 1997). Além de agirem como acidificantes, também
podem funcionar como agentes quelantes e complexantes, formando
compostos com cdicio, ferro e aluminio (SPERBER, 1958b; DINKELAKER, ROMHELD,
MARSCHNER, 1989; WHITELAW, 2000). BOLAN et al. (1994) verificaram que a
adigdo de dcidos orgdnicos ao solo, especialmente os tricarboxilicos, pode
aumentar a solubilizagdo de fosfatos. Analisando a rizosfera de plantas jovens de
Pinus sylvestris e Fagus silvatica, inoculadas com fungos ectomicorrizicos e
bactérias solubilizadoras de fosfatos, LEYVAL & BERTHELIN (1993) verificaram
que, apds a inoculagdo, a deposigcdo de agucares e aminodcidos sobre as raizes
diminuiu, enquanto que a de acidos orgdnicos aumentou.

A acumulagdo de dcidos orgdnicos é, geralmente, decorrente de
blogueios no ciclo de Krebs (MULLER & FROSCH, 1975; EIRA, 1992; GADD, 1999).
Sob condi¢gdes de deficiéncia de fosforo, os dcidos organicos sdo liberados no
meio externo e, com o decréscimo do pH, hd um aumento na solubilizagdo de
fosfatos.

A producdo de dcidos orgdnicos varia com as condicdes do meio,
estado fisioldgico e tipo de microrganismo. Baixas concentracdes de Fe**
favorecem a libera¢cdo de dcidos orgénicos, especialmente citrico, oxdlico

(formado a partir do dcido oxaloacético) e mdlico. Isto acontece porque o Fet*
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é o cofator da enzima aconitase, responsavel pela conversdo do citrato ao cis-
aconitato no ciclo de Krebs (EIRA, 1992; MARSCHNER, 1995). Além disso, os
prétons H livres agem como inibidores enzimaticos da mesma enzima (EIRA,
1992). Nos solos dcidos, como ja foi visto, hd grande acimulo de fosfatos de ferro,
e a liberac@o de acidos orgdnicos pode ser estimulada pela indisponibilidade
desses dois nutrientes, e pela maior concentragcdo de protons H+.

De maneira inversa, o aumento do fésforo solUvel na solugc&o do solo inibe
a solubilizacdo de fosfatos. Demonstrou-se que determinados fungos tém a
atividade solubilizadora diminuida ou inibida na presenca de fésforo solUvel
(CHONNKAR & SUBBA-RAQ, 1967; LAPEYRIE, RANGER, VAIRELLES, 1991). NAHAS &
ASSIS (1992a) sugeriram a existéncia de mecanismos de indu¢do ou repressdo da
solubilizacdo, regulados geneticamente em funcdo da concentra¢cdo de fosfato
soluvel. A relacdo existente entre o processo de solubilizagdo e as vias
metabdlicas de oxidacdo de carboidratos pode ser explicada por uma das
formas de regulacdo das mesmas, onde as concentragcdes de ATP, CAMP (AMP
ciclico) e Pi (fosforo inorgdinico), inibem ou estimulam a ativagdo dessas vias.

E natural que a baixa disponibilidade de fésforo inorgénico estimule a
solubilizacd@o, blogueando o ciclo de Krebs nos microrganismos. Caso contrdrio,
grande parte da forca redutora (NADH + H*) produzida nessa via seria em vao, ja
que a producdo de ATP na fosforilacdo oxidativa, por ser dependente da
presenca de Pi, também estaria inibida ou reduzida.

Algumas bactérias gram-negativas, como Pseudomonas, que utilizam a via
de Entner-Doudoroff como principal rota metabdlica de oxidagdo dos
carboidratos, solubilizam fosfatos principalmente através da producdo de dcido
glicénico (ILLMER & SCHINNER, 1992), que € o primeiro intermedidrio dessa via. De
forma independente, hd uma oxidagcdo extracelular da glicose formando os
Acidos dlicénico e 2-cetoglicdnico (Figura 1.10), por ag¢do das enzimas
quinoproteina glicose desidrogenase e gliconato desidrogenase (GOTISCHALK,
1985; GOLDSTEIN, 1994). Segundo GOLDSTEIN (1995}, a significGncia dessa via de
oxidacdo direta era considerada obscura, como um '"desvio dissimilatorio”
devido d& ineficiéncia na utilizacdo de for¢ca redutora. Uma das finalidades vinha

sendo defendida como a producdo de intermedidrios para a via de Entner-
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Doudoroff (GOTISCHALK, 1985), ndo dependendo de guadisquer processos
relacionados & solubilizagcdo de fosfatos, conforme pode-se verificar na Figura
1.10.

glicose gliconato 2-cetogliconato
b glicose gliconato
membrana desidrogenase desidrogenase
glicose gliconato 2-cetogliconato

citoplasma ﬂ ATP F ATP P ATP
§> ADP §> ADP §> ADP

glicose-6-P > 6-P-gliconato 2-ceto-6- P-gliconato

& > <

NAD+ NADH + H* NADPH + H* NADP*

e

Via de
Entner-Doudoroff

Figura 1.10 - Oxidagdo extracelular da glicose a dcido glicdnico e acido 2-
cetoglicénico por bactérias do género Pseudomonas
(GOTTISCHALK, 1985).

Porém, GOLDSTEIN, BRAVERMAN, OSORIO (1999), observando a producdo
de dacido glicdénico in vitro por bactérias gram-negativas, verificaram que esses
dcidos extracelulares sé sdo produzidos na presenca de uma solucdo de
lavagem de raizes, sugerindo que a solubilizacdo, estimulada por sinais

moleculares emitidos pela planta, seria a principal fungcdo dessa via extracelular.
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Alguns fungos do género Penicilium também tém sido relatados como
produtores de dacido glicénico (ILLMER & SCHINNER, 1992; VASSILEV, FENICE,
FEDERICI, 1996; REYES et al., 1999), mas as vias envolvidas na producdo do
mesmo ndo estdo esclarecidas.

O efeito da acidez sobre a solubilizacdo de fosfatos tem sido estudado
através da concentragcdo de ions H* (pH) e da concentracdo de dcidos na
solucdo (acidez titulavel). InUmeros estudos demonstram uma correlacdo linear
entre o decréscimo do pH e o fésforo solubilizado (ARORA & GAUR, 1979; ASEA,
KUCEY, STEWART, 1988; MIKANOVA & KUBAT, 1994a; NAHAS, CENTURION, ASSIS,
1994). Em outros, porem, a correlagdo entre a solubilizagcdo e a concentracdo de
Acidos e pH ndo existe (SPERBER, 1958a; AGNIHOTRI, 1970; LEYVAL & BERTHELIN,
1989; SALIH et al., 1989; GOMES, OLIVEIRA, SILVA FILHO, 1992), demonstrando que
a produgdo de dAcidos orgdnicos ndo € o Unico mecanismo envolvido nos
processos de solubilizacdo de fosfatos (ILLMER & SCHINNER, 1992; NAUTIYAL et al.,
2000). Em alguns casos, a natureza do dacido orgdnico demonstrou ser mais
importante para a solubilizacdo de fosfatos que a quantidade produzida pelo
MSF (AGNIHOTRI, 1970).

1.5.2 - Quiros mecanismos

ILLMER & SCHINNER (1992), ao encontrar, em testes de solubilizacdo de
fosfatos in vitro, apenas trés dacidos orgdnicos produzidos por bactérias
solubllizadoras de fosfatos, de um total de 24 testados, concluiram que a
producdo de dacidos orgénicos ndo € o principal mecanismo envolvido. Eles
citam a possibilidade de acidificagcdo do meio através da liberagdo de prétons
H+ do citoplasma para a superficie externa da membrana plasmatica, em
mecanismos de troca de cdations (principalmente NH4*). Outra possibilidade seria
a liberagcdo de préotons H* a partir da cadeia respiratéria que, na auséncia de
fosforo inorgénico, ndo seriam aproveitados para a ativacdo da ATPase na
fosforilacdo oxidativa.

A formagdo de H2COs no solo, a partir do CO: liberado pelos

microrganismos nos processos respiratérios - especialmente durante a
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mineralizagdo da matéria orgdnica - também pode favorecer a solubilizacdo de
fosfatos (MARSCHNER, 1995).

Os compostos quelantes e complexantes sGo subst@ncias produzidas pelos
MSF que apresentam alta afinidade pelo cdlcio, aluminio e ferro, solubilizando os
fosfatos que contém esses elementos. Algumas dessas substéincias sdo dacidos
orgé@nicos que, aléem de acidificar o meio, possuem essa caracteristica. Outro
mecanismo de solubilizagcdo de fosfatos relacionado & quelacdo é a produgdo
de sideréforos. Essas substancias sdo acidos hidroxdmicos e catecdis que podem
ser produzidos, tanto pelos microrganismos do solo e da rizosfera como pelas
plantas, em situagdes de baixa disponibilidade de ferro soluvel (CLINE et al., 1983;
WILHELM & TRICK, 1994). Dentre 0s microrganismos capazes de produzir essas
substancias, destacam-se os fungos e as bactérias, em especial as do género
Pseudomonas. Devido a sua alta afinidade pelo ferro, os siderdforos seqUestram
esse elemento da solugdo do solo, promovendo a dissolucdo dos fosfatos de
ferro, permitindo a absor¢do do fésforo pelas plantas (MASAOKA et al., 1993).

O consumo do Ca** e Fe** na nutrigGo microbiana também pode atuar
como um mecanismo de solubilizacdo. Ao consumir esses cdtions,
acompanhantes dos fosfatos insolUveis do solo, os microrganismos tornam o
fésforo disponivel as plantas.

Entre os microrganismos quimiolitotréficos, o principal mecanismo de
solubilizagdo de fosfatos é a formagdo de dcidos fortes no solo, como sulfirico e
nitrico, a partir dos processos de oxidacdo do enxofre e de nitrificacdo, por
bactérias dos géneros Thiobacillus e Nitrosomonas, respectivamente (ALEXANDER,
1980).

Vale ainda ressaltar que algumas plantas também apresentam
capacidade de solubilzagcd&o de fosfatos, tanto pela liberacdo de dcidos
orgénicos (DINKELAKER, ROMHELD, MARSHNER, 1989; BOLAN et al., 1994) quanto
pela producdo de compostos quelantes. AE & OTANI (1997), analisando
preparados de parede celular de diferentes plantas cultivadas, verificaram que
as células de amendoim foram mais hdbeis na solubilizacdo de fosfatos de rocha

do que as de sorgo e soja.
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Os diferentes mecanismos propostos para a solubilizagcdo microbiana de

fosfatos estdo resumidos na Figura 1.11.

SOLUBILIZACAO
DE FOSFATOS
INORGANICOS POR
MICRORGANISMOS

v .

QUIMIORGANOTROFICOS QUIMIOLITOTROFICOS

v
Consumo do cdétion
acompanhante do fosfato

v . ; . v .

Producdo de Produgdo de Produgdo Produgdo Liberagcao Produgdo de
sideréforos quelantes e de 4cidos de H2CO3 de H*  Acidos inorgdnicos
complexantes orgdnicos ; : fortes
v v v
QUELACAO ACIDIFICAGAO
COMPLEXAGCAO

Figura 1.11 - Mecanismos envolvidos na solubiliza¢cGo microbiana de fosfatos.
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1.5.3 - Influéncia das fontes de C e N na solubilizacdo de fosfatos

InUmeros autores tém demonstrado que a composicdo do meio de cultura
interfere no crescimento dos MSF, na producdo de dacidos orgdnicos e na
solubilizacdo de fosfatos in vitro (MAXWELL & BATEMAN, 1967; PUNJA & JENKINS,
1984).

Quanto as fontes de carbono, diversos trabalhos demonstram que glicose,
frutose, sacarose e xilose favorecem mais a solubilizagcdo do que maltose,
galactose, celulose e amido (VORA & SHELAT, 1998; REYES et al.,1999; SILVA FILHO
& VIDOR, 2000).

Estudos tém demonstrado que a producdo de acidos no meio de cultura
depende das fontes de nitrogénio e € maior quando se utiliza o amédnio do que
o nitrato (LAPEYRIE, RANGER, VAIRELLES, 1991; DIXON-HARDY et al., 1998; VORA &
SHELAT, 1998). De acordo com WENZEL, ASHFORD, SUMMERELL (1994), é provavel
que prétons H* do interior da célula sejam trocados pelos NH4* existentes no meio
externo, justificando esse favorecimento a solubilizagdo.

Assim, € provavel que a solubilizacdo de fosfatos no solo seja afetada pela

composicdo da matéria orgdnica ou dos produtos disponiveis na rizosfera.

1.5.4 - Genética da solubilizacdo de fosfatos

GOLDSTEIN (1986; 1994) tem se referido & caracteristica de solubilizacdo de
fosfatos como um fendtipo denominado Mps* (mineral phosphate solubilization).
Diversos autores clonaram genes envolvidos com a capacidade de solubilizagcdo
de bactérias gram-negativas, como Erwinia herbicola, Pseudomonas cepacia e
Enterobacter agglomerans, e da cianobactéria Synechocystis sp., conseguindo
expressd-los em isolados de bactérias Mps, como Escherichia coli JM101
(GOLDSTEIN & LIU, 1987; BABU-KHAN et al., 1995; KIM, McDONALD, JORDAN, 1997;
GYANESHWAR, NARESH KUMAR, PAREKH, 1998). SGo esforcos particularmente
importantes para elucidar os mecanismos de solubilizacdo desses grupos de
bactérias, que podem possibilitar a descoberta de genes homaologos em outros

microrganismos. Porém, ndo se pode conceber, por razdes j& discutidas, que a
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solubilizagdo de fosfatos seja expressa por um Unico gene ou por um grupo de
genes comum a todos 0s microrganismos solubilizadores.

A avdliagdo genética e a manipulagdo molecular dos MSF ndo tém se
limitado & clonagem e expressdo de genes. Estudos recentes com Penicillium
rugulosum demonstraram a possibilidade da obtencdo de mutantes com
fendtipo Mps*, com capacidade de solubilizacdo ampliada, a partir de
tratamentos com iradiagcdo de luz ultravioleta (REYES et al., 1999). NGUYEN et al.
(1992), estudando fungos ectomicorrizicos, verificaram que n&o hd evidéncias
claras da herdabilidade da caracteristica de solubilizagcdo, sugerindo que os
mecanismos devem ser poligeneticamente controlados. Assim, cada mecanismo
de cada microrganismo pode ter um grupo de genes envolvidos e as homologias

entre eles sdo incertas.

1.6 - ECTOMICORRIZAS

1.6.1 - Conceito e importdncia

As associagdes simbidticas entre as raizes das plantas terrestres e
determinados fungos do solo sédo denominadas micorrizas (FRANK, 1885).

Essas associagdes atuam no ecossistema como um mecanismo de
captagGo e reciclagem de nutrientes e dgua, onde ambos os organismos se
beneficiam. Assim, o fungo e a planta hospedeira dependem um do outro para
sobreviver nos ecossistemas naturais (MOLINA & TRAPPE, 1984). O fungo recebe
da planta carboidratos formados na fotossintese e outras moléculas sintetizadas
no metabolismo vegetal. A planta, por sua vez, beneficia-se pelo aumento da
absor¢do de nutrientes inorgd@nicos do solo, especialmente P e N, decorrente da
maior drea de captagdo proporcionada pelas hifas (SMITH & READ, 1997). Em
alguns casos, os fungos micorrizicos podem atuar na solubilizagdo de fosfatos
inorgdnicos (LEYVAL & BERTHELIN, 1986; LAPEYRIE, RANGER, VAIRELLES, 1991;
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GOMES, OLIVEIRA, SILVA FILHO, 1992) e na produgcdo de fosfatases, enzimas
responsaveis pela mineralizagdo do fésforo da matéria orgdnica.

Além da caracteristica nutricional, as micorrizas podem beneficiar as
plantas conferindo maior resisténcia a seca (DUDDRIDGE, MALIBARI, READ, 1991),
a temperatura e a acidez extremas, e aos fitopatégenos (RASANAYAGAM &
JEFRIES, 1992; NEWSHAM, FITTER, WATKINSON, 1995). Citam-se, ainda, outras
fungdes relacionadas a destoxificagdo do solo (WILKINS, 1991), d modificagdo da
arquitetura do sistema radicular (KOTHARI, MARSCHNER, ROHMELD, 1990;
HOOKER, MUNRO, ATKINSON, 1992), & manutengdo da estrutura e da
estabilidade de comunidades vegetais (FRANCIS & READ, 1994}, e & melhoria das
condigdes fisicas do solo, com o aumento da agregacdo e da estabilidade dos
agregados (TISDALL, 1994).

A simbiose com fungos micorrizicos capacita as plantas para melhor
sobrevivéncia e crescimento. Essa capacidade de associagdo tem sido atribuida
a um processo de co-evolugdo, surgido como mecanismo de sobrevivéncia para
ambos 0s organismos, permitindo sua disseminagcdo em ambientes desfavordveis,
como solos de baixa fertiidade, seca, competicGo com patdgenos, baixas
temperaturas e outras situagdes de estresse (OLIVEIRA & GIACHINI, 1999).

A maioria das plantas vasculares forma algum tipo de micorriza com
fungos especializados. Mais de é mil espécies de fungos sGo capazes de se
associar a aproximadamente 240 mil espécies de plantas (BONFANTE & PEROTTO,
1995). Algumas plantas, como as espécies do género Pinus, sGo consideradas
simbiontes obrigatdrias, pois sua sobrevivéncia e seu crescimento sdo

extremamente reduzidos na auséncia das micorrizas.

1.6.2 - Morfoloaia e ocorréncia

As ectomicorrizas (ECM) caracterizam-se pela penetragcdo do fungo nos
espacgos intercelulares do cértex da raiz (rede de Hartig), e pela formagdo de um
manto de hifas e alteragdes morfoldgicas na raiz, conforme observa-se na Figura

1.12. As raizes colonizadas por fungos ectomicorrizicos (fECM) tornam-se



Revisdo da Literatura 33

diferenciadas, sendo isentas de pélos radiculares, curtas e algumas vezes
coloridas e ramificadas (SMITH & READ, 1997; SYLVIA, 1999).

Eucalipto

Sistema
radicular

Manto

Rede de
Hartig

»
_ f’j Células do
j"“ B cortex
: J

v

Figura 1.12 - Ectomicorriza em eucalipto e pinus (adaptado de BRUNDRETT et al.,
1996). Fotos: Commonwealth Scientific and Industrial Research

Organization - CSIRO, Austrdlia.

A rede de Hartig € um envoltério intercelular de hifas, formado entre as

células epidérmicas e corticais da raiz. E o local onde ocorrem as trocas de
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metabdlitos entre o fungo e a planta hospedeira (KROPP & LANGLOIS, 1990). Nas
angiospermas, as células epidérmicas tém sua morfogénese alterada, sendo
induzidas a expandir-se radialmente, ao invés de axialmente, confinando a rede
a esta camada de células e aumentando a superficie de trocas (PETERSON &
FARQUHAR, 1994). Nas gimnospermas, a rede se estende até o cértex e, algumas
vezes, até a endoderme. Geralmente, ndo ocorre reacdo adversa a colonizacdo
fongica nas células corticais € a rede de Hartig nem sempre as envolve
completamente (KROPP & LANGLOIS, 1990).

O manto é formado pela compactacdo de hifas ao redor da raiz,
podendo ser sinenquimatoso ou prosenquimatoso (GOODMAN et al., 1996/1998).
Essas hifas armazenam glicogénio, proteinas e lipidios, podendo acumular
nutrientes inorg@nicos, como N, P, K e Ca (MARX, MAUL, CORDELL, 1992;
PETERSON & FARQUHAR, 1994; SMITH & READ, 1997).

As ECM sdo encontradas em grande parte das espécies de gimnospermas,
mas ocorrem também em algumas angiospermas. Os fungos do Filo
Basidiomycota sGo os mais freqUuentes, mas também alguns Ascomycota e
poucos Zygomycota podem formar esta associacdo [(ALEXOPOULOS, MIMS,
BLACKWELL, 1996). Mais de cinco mil espécies de fungos apresentam
capacidade para formar ECM (TRAPPE, 1987). De acordo com OLIVEIRA &
GIACHINI (1999), muitas espécies de fECM sdo especificas em relacdo ao género
ou a espécie da planta hospedeira.

As esséncias lenhosas de interesse florestal sdo, geralmente, dependentes
de associacdes ectomicorrizicas (GARBAYE, 1990), principalmente as
pertencentes as familias Pinaceae, Fagaceae, Betulaceae e Salicaceae.
Algumas também apresentam micorrizas arbusculares (MA), como Myrtaceae e
Dipterocarpaceae, mas, dependendo das condigcdes eddficas e/ou climdaticas,
as ECM predominam (OLIVEIRA, SCHMIDT, BELLEl, 1997). A dependéncia das
espécies florestais em relacdo A colonizacdo ectomicorrizica foi inicialmente
observada quando as primeiras tentativas para estabelecer plantacdes de pinus
em regides distantes de sua ocorréncia natural falharam até que os fECM foram
infroduzidos (HACSKAYLO, 1967 citado por JANERETTE, 1991).
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Em Santa Catarina, GIACHINI et al. {2000), estudando a diversidade de
fECM em plantagdes de Pinus e Eucalyptus, observaram a ocorréncia de
dezesseis géneros do Filo Basidiomycota: Amanita, Chalciporus, Chondrogaster,
Cortinarius, Descomyces, Inocybe, Hysterangium, Laccaria, Lactarius, Pisolithus,
Ramaria, Rhizopogon, Scleroderma, Setfchelliogaster, Suillus e Thelephora, além
do género Labyrinthomyces, pertencente ao Filo Ascomycota (Figura 1.13). Nesse
estudo, foram também descrifas trés novas espécies: Chondrogaster
angustisporus Giachini, Castellano, Trappe et Oliveira; Descomyces giachinii
Trappe, Oliveira, Castellano et Claridge; e Scleroderma bougheri Trappe,

Castellano et Giachini.

Rhizopogon sp.

Figura 1.13 - Alguns géneros de fungos ectomicorrizicos encontrados em
plantacoes de Pinus e Eucalyptus em Santa Catarina. Fotos:
GIACHINI (1995).
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A ocorréncia de ECM em plantas nativas de florestas tropicais parece ser
rara (JANOS, 1987; BEREAU & GARBAYE, 1994). Observacdes feitas na Mata
Aflantica e na Floresta de Araucdria em Santa Catarina sugerem a auséncia
desse tipo de micorriza em plantas nativas das duas formacgdes florestais
(ANDRADE et al., 2000).

1.6.3 - Interac6es na micorrizosfera

A colonizacdo micorrizica promove alteragdes fisioldgicas e trocas
especializadas entre os simbiontes, estabelecendo, com isso, um novo equilibrio
microbiano na regido de influéncia da raiz colonizada. Essa regido foi definida
por LINDERMAN (1988) como micorrizosfera.

Microrganismos de vdarios géneros tém sido isolados do manto ou dos
esporocarpos dos fECM (BOWEN & THEODOROU, 1979; GARBAYE & BOWEN, 1987;
LEYVAL & BERTHELIN, 1989). Dentre eles, citam-se anaerdbios obrigatérios e
facultativos, produtores de quitinase, solubilizadores de fosfatos, produtores de
siderdforos, produtores de horménios, promotores do crescimento vegetal,
produtores de antibidticos e antagonistas de fitopatdégenos (LINDERMAN, 1988}).

A presenca de microrganismos nesses sitios indica que o estabelecimento
e o funcionamento da associacdo ectomicorrizica sdo influenciados pelas
interagdes destes com os fECM. GARBAYE (1991) classifica os organismos

envolvidos nesse sistema de interagcdes em cinco grupos tréficos:

e Saprdfitas: sdo os organismos capazes de utilizar uma ampla variedade de
moléculas e complexos orgdnicos, a partir da matéria organica morta,
sendo, por isso, 0s Mais NUMErosos;

e Micorrizosféricos especializados: sGo totalmente dependentes das
biomoléculas simples liberadas pelas plantas e pelos fungos simbiontes. Como
ndo conseguem se multiplicar significativamente fora desse sitio, competem
com outros deste grupo. Apesar de haver alguns fungos, os mais estudados

s@o as chamadas rizobactérias promotoras do crescimento vegetal;
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Patégenos de raiz: sdo geralmente biotréficos e penetram os tecidos das
raizes. Na etapa de pré-infeccdo, competem com os fECM pelos exsudatos
da raiz. Em plantas j& colonizadas, as ECM geralmente reagem contra esses
microrganismos aumentando a liberagdo de compostos polifendlicos
(produzidos pelo fECM) e terpendides (produzidos especialmente por plantas
coniferas);

Simbiontes da raiz: também sdo biotréficos e dependem da raiz para
completar seu ciclo de vida, mas sdo benéficos as plantas;

Predadores: sdo organismos que podem reduzir significativamente as

populagdes de microrganismos micorrizosféricos.

Estudando especificamente as interacdes positivas, DUPONNOIS &

GARBAYE (1990) verificaram que determinados microrganismos micorrizosféricos

sdo benéficos aos fECM, sendo denominados “helpers” ou auxiliares da

micorriza¢do. Bactérias auxiliares da micorrizacdo (BAM) influenciam n&o apenas

a sobrevivéncia dos fECM mas, também, a formacdo e o desenvolvimento das
ectomicorrizas. Esse efeito positivo foi atribuido por OLIVEIRA & GARBAYE (1989)

aos seguintes mecanismos:

Estimulagdo tréfica direta: producdo de substancias ufilizadas como substrato
pelos fECM, como fontes de carbono (dcidos orgdnicos) e fatores de
crescimento (hormdnios, vitaminas e aminodcidos);

Detoxificagdo: quebra de compostos fendlicos produzidos pelos fECM, tdxicos
a eles mesmos;

Modificagdo de exsudatos da raiz: mineralizagdo de compostos orgénicos
complexos, liberando nutrientes aos simbiontes;

Aumento da susceptibilidade da raiz: producdo de enzimas pectinoliticas e
celuloliticas, facilitando a penetracdo do fECM;

InteragGo com os mecanismos de reconhecimento entre a planta e o fECM:
producdo de substdncias que ativam os sinais moleculares que estabelecem

a simbiose;
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e Interagdo com um quarto organismo: uma relacdo benéfica que estimule

qualguer um, beneficiando a relacdo dos trés simbiontes.

Os fECM sdo aofetados pela presengca de hormdnios vegetais € muitos
possuem capacidade de produzir auxinas e precursores de giberelinas
(STRZELCZYK & POKOJSKA-BURDZIEJ, 1984; STRZELCZYK et al, 1997). Nas
associacdes micorrizicas, hospedeiros e fungos trocam sinais moleculares,
incluindo os hormédnios vegetais responsaveis pelas mudangas morfoldgicas nas
hifas e nas raizes, que possibilitam a colonizagdo. Nas gimnospermas, a formacdo
de ectomicorrizas dicotdbmicas e coraldides tem sido atribuida aos efeitos dos
hormdnios vegetais produzidos pelos fECM ou pelos microrganismos auxiliares da
micorrizacdo (BARKER & TAGU, 2000).

SLANKIS (1973) desenvolveu a “teoria hormonal”, defendendo que os
hormdnios vegetais sdo 0s principais responsdveis pelo processo de
diferencia¢do celular que antecede a colonizagcdo ectomicorrizica. Além disso,
demonstrou uma relagdo inversa entre a disponibilidade de N e a producdo de
auxinas, demonstrando que o excesso do nutfriente diminui a produgcdo de
triptofano, um aminodcido precursor do acido indol-3-acético (AlA).

Durante muitos anos, a teoria de Slankis foi amplamente criticada, jd que
muitos autores ndo obtiveram os mesmos resultados. No entanto, GAY et al.
(1994), estudando o efeito da inoculagdo de um mutante do fungo Hebeloma
cylindrosporum, superprodutor de triptofano e de auxinas, obteve uma
ampliacdo de até 300% na colonizacdo de Pinus pinaster. Além disso, os autores
observaram mudangas internas na raiz colonizada pelo mutante, que apresentou
uma extensdo da rede de Hartig até a endoderme, o que fortalece a teoria

hormonal.

1.6.4 - Biodearadacdo mineral por ectomicorrizas

Estudos recentes tém comprovado o efeito dos fECM sobre a
biodegradagdo de minerais. A producdo de dacidos orgdnicos tem implicacdes

profundas nos processos de intemperizacdo de rochas e nos ciclos
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biogeoquimicos. A observa¢do da capacidade de solubilizacdo de fosfatos
pelos fECM também ¢é relativamente recente (LEYVAL & BERTHELIN, 1984;
LAPEYRIE, RANGER, VAIRELLES, 1991), quando comparada aos relatos envolvendo
microrganismos de vida livre.

Embora o incremento na concentra¢gdo de P nas plantas colonizadas por
fECM seja relacionada, na maioria dos estudos, ao aumento da superficie de
absorcdo das raizes, proporcionado pelo crescimento das hifas no solo
(PETERSON, PICHE, PLENCHETTE, 1984; SMITH & READ, 1997), tem-se destacado
uma importante a¢do de fECM na biodegradacdo e solubilizacdo de diversos
minerais (AROCENA & GLOWA, 2000; BREEMEN, LUNDSTROM, JONGMANS, 2000;
BREEMEN et al., 2000; WALLANDER, 2000; LANDEWEERT et al., 2001).

1.6.5 - Potencial de uso biotecnolégico

A associacdo micorrizica favorece a absorcdo e a franslocacdo de
nutrientes, além de proporcionar outros efeitos diretos e indiretos que beneficiam
as plantas hospedeiras. Considerando que a maioria das dreas florestadas nos
trépicos e subtrépicos encontram-se em solos de baixa fertilidade, hd grande
interesse nos programas de micorrizacdo controlada a serem aplicados durante
a produc@o de mudas. A micorrizacdo controlada consiste no uso de fECM
eficientes e competitivos, selecionados por suas caracteristicas de
compatibiidade com a planta hospedeira, promocdo do crescimento e
adaptagdo as condicdes locais (GARBAYE, 1984; LE TACON, GARBAYE, CARR,
1987).

Pelo incremento na absorcdo de nutrientes, as micorrizas possibilitam
reduzir as quantidades de ferfilizantes quimicos, especialmente fosfatos,
normalmente utilizados nos sistemas de producdo florestal (PETERSON, PICHE,
PLENCHETTE, 1984). GARBAYE (1990), apresentando os resultados obtidos em
diversos paises pela inoculagcdo controlada de esséncias florestais com fECM,
demonstra que as plantas apresentam incrementos de altura que variam de 10%
a mais de 400%.
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Vdrios fipos de inoculantes ectomicorrizicos vém sendo utilizados na
producdo de mudas de esséncias florestais. Os mais comuns consistem na
utilizacdo de solo das préprias plantagdes (MIKOLA, 1973), esporos fungicos
misturados ao substrato de produ¢do de mudas (MARX & CORDELL, 1990) e
fragmentos de micélio produzidos sob condi¢cdes axénicas (MARX, 1980). Mais
recentemente, tem-se tentado cultivar os fECM em biorreatores em meio liquido
(ROSSI, 2001) e utilizé-los encapsulados em alginato de cdlcio ou imobilizados em
outros materiais.

No Brasil, ainda ndo existem inoculantes de fECM produzidos
industrialmente. O conhecimento das especificidades fungo-hospedeiro, levando
em consideracdo aspectos metabdlicos envolvidos, tanto na promoc¢do do
crescimento quanto na producdo de inoculantes, faz-se necessdria para o
desenvolvimento dessa tecnologia (ROSSI, SOUZA, OLIVEIRA, 2002).

Apesar de existrem estudos que relacionam o favorecimento da
colonizag@o ectomicorrizica por bactérias do solo, ndo sdo conhecidas
pesquisas que verifiquem a interagdo desses simbiontes com microrganismos
solubilizadores, produtores de fosfatases e hormdnios vegetais, visando a
producdo de inoculantes mistos para esséncias florestais. Tado pouco se
conhecem estudos que procurem avaliar a interagdo dos fungos ectomicorrizicos
com os fungos solubilizadores de vida livre no solo, onde a interferéncia muitua
pode ser benéfica ou prejudicial para um ou ambos os microrganismos
envolvidos. Mesmo que o crescimento de um deles possa ser prejudicado, isso
ndo significa que o consércio testado ndo apresente efeitos sobre o crescimento
vegetal, pois condicdes de estresse podem favorecer a producdo de inUmeros
metabdlitos microbianos benéficos as plantas.

Do ponto de vista biotecnoldgico, cabe avaliar os efeitos dessa interagdo
tripla sobre a produtividade da planta. A inoculacdo com fECM e MSF pode
proporcionar diversos efeitos. No caso dos pinus, € provavel que a utilizagdo de
isolados selecionados, competitivos e com alto potencial para promover o
crescimento das plantas, acarrete incrementos na produtividade das mudas no
viveiro e, posteriormente, possibilite a colonizagdo desses microrganismos no local

definitivo, aumentando a produ¢cdo a médio e longo prazos.



CAPITULO 2

MEIOS DE CULTURA PARA CULTIVO SIMULTANEO DE MICRORGANISMOS
SOLUBILIZADORES DE FOSFATOS E FUNGOS ECTOMICORRIZICOS

2.1 - INTRODUGAO

H& mais de uma década, os laboratdrios de Microbiologia do Solo e de
Ectomicorrizas da UFSC vém isolando, cultivando e mantendo microrganismos
solubilizadores de fosfatos (MSF) e fungos ectomicorrizicos (fECM), constituindo
uma grande cole¢do desses microrganismos. O isolamento e manutencdo dos
MSF ocorre no meio Glicose-Extrato de Levedura - GEL (SYLVESTER-BRADLEY et al.,
1982 modificado por SILVA FILHO, 1998), enquanto que os fECM, sdo mantidos no
meio Melin-Norkrans Modificado - MNM (MARX, 1969).

Assim como os demais microrganismos, os MSF e os fECM sdo afetados
pela composicdo do meio de cultura. Pequenas alteragdes na concentragcdo ou
nas fontes de nutrientes, bem como no pH, podem afetar a producdo de dcidos
org@nicos (MAXWELL & BATEMAN, 1967; PUNJA & JENKINS, 1984), a solubilizacdo
de fosfatos in vitro (LAPEYRIE, RANGER, VAIRELLES, 1991; SILVA FILHO & VIDOR,
2000; SILVA FILHO & VIDOR, 2001) e a viabilidade e infectividade dos fECM
(LAPEYRIE & BRUCHET, 1985; STRZELCZYK et al., 1993).

A definicdo de uma metodologia que torne possivel a inoculagdo
conjunta a campo, e que permita incrementar a producdo de mudas de
esséncias florestais, pode se constituir numa importante alternativa as praticas
convencionais. Para isso, tornam-se necessdrios estudos sobre a compatibilidade
entre esses diferentes grupos de microrganismos. Para avaliar a interacdo in vitro
entre eles, deve ser utilizado um meio de cultura que possibilite o crescimento

simult@neo dos mesmos.
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O objetivo deste ensaio foi definir a melhor composicdo de meio de
cultura para o cultivo simulténeo de MSF e fECM, especificamente para o estudo

de suas interacdes e a possivel aplicagdo conjunta desses dois tipos de

microrganismaos.

2.2 - MATERIAL E METODOS

Seis MSF e cinco fECM, representativos das colecdes de isolados dos

Laboratdrios de Microbiologia do Solo e de Ectomicorrizas da UFSC, foram

estudados (Tabelas 2.1 e 2.2).

Tabela 2.1 - Microrganismos solubilizadores de fosfatos
isolados do solo ou da rizosfera de
cultivos de espécies vegetais perenes

em Santa Catarina.

Cédigo Género Espécie vegetal
MSF-062 Penicillium Prunus persica
MSF-221 Pseudomonas Pinus taeda
MSF-251 Aspergillus P. elliottii
MSF-293 Paecilomyces P. taeda
MSF-306 Rhizopus P. elliottii
MSF-310A Aspergillus Eucalyptus dunnii
Tabela 2.2 - Fungos ectomicorrizicos isolados de
plantagoes florestais em Santa Catarina.
Cédigo Espécie Hospedeiro
MARX 270  Pisolithus tinctorius (Pers.) Pinus sp.
Coker & Couch
UFSC-Sc42  Scleroderma sp. (Persoon) Pinus sp.
Fries
UFSC-Sc91  Scleroderma sp. (Persoon) Pinus sp.
Fries
UFSC-Rh106 Rhizopogon vulgaris {Vitt.) P. taeda
M. Lange

UFSC-Sul14  Suillus cothurnatus Sing. P. taeda
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Além dos meios padrdo, GEL e MNM, foram testadas duas modificacdes
contendo diferentes concentragdes dos nutrientes existentes nos dois meios
originais (Tabela 2.3). Uma das modificagdes apresentava a mesma quantidade
de nutrientes existente nos meios padrdo, porém dividida entre as diferentes
fontes utilizadas, sendo por isso denominada GMM (GEL + MNM / Médio). A outra
modificacdo também possuia as diferentes fontes de nutrientes existentes nos
dois meios padrdo, mas adicionadas em suas concentragdes originais, sendo por
isso denominada GMA (GEL + MNM / Aditivo).

Tabela 2.3 - Composicdo dos meios testados no cultivo de microrganismos

solubilizadores de fosfatos e fungos ectomicorrizicos.

Reagentes Meios

GEL MNM GMM GMA
Glicose 10,0 g 10.0g 10,09 10,0g
Extrato de malte - 309 1.5g 30g
Extrato de levedura 3.0g - 1.5g 309
MgSO4.7H20 200 mg 150 mg 170 mg 200 mg
CaClz 20 mg 50 mg 35 mg 50 mg
NaCl 10 mg 25 mg 17 mg 25 mg
FeCls - 12 mg 10 mg 12 mg
Tiamina HCI - 100 ng 100 png 100 ug
KH2PO4 - 500 mg 500 mg 500 mg
(NH4)2HPO4 - 250 mg 250 mg 250 mg
KNOs3 100 mg - - 100 mg
Solugdo de micronutrientes (1) 2,0 mL - 2,0 mL 2,0 mL
Solugdo de Fe-EDTA @ 4mL - 3.0mL 4 mL
Agua destilada (q.5.p.) 1.000mL  1.000mL 1.000mL 1.000 mL
pH antes da autoclavagem 7.0 5.8 6.5 6,5
Agar 150g 15,0g 1509 1509

10,2 g de NaMoOas. 2H20, 0,235 g de MnSO4. 2H20, 0,28 g de H3BOs, 0,008 g de CuSOs4
5H20 e 0,024 g de ZnSO.. 7H20 em 200 mL de agua destilada:;
26,07 gde Na-EDTA e 6,17 g de FeSO.. 7H20 em 1000 mL de dgua destilada aquecida.

O indculo dos MSF, na forma de suspensdo celular, foi obtido por lavagem
de culturas puras em tubo de cultura (100 x 10 mm) contendo 3 mL de meio GEL

sdlido, incubadas por 72 h a 25 + 1°C, adicionando-se 3 mL de dgua destilada
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esterilizada sobre as mesmas e agitando-se manualmente. Os MSF foram
inoculados isoladamente, com auxilio de uma alga de platina, na superficie dos
diferentes meios, no centro de placas de Petri, e incubados a 25 + 1°C por
periodos que variaram entre 24 e 96 h, dependendo do comportamento de
crescimento de cada isolado.

O indculo dos fECM foi constituido de um disco com 7 mm de dié@metro,
obtido a partir de culturas puras em meio MNM sdlido, incubadas por 14 dias a
25 + 1°C. Os discos foram previamente incubados por 3 dias a 25 + 1°C para
verificar sua viabilidade, em meio MNM. Os isolados foram cultivados por
periodos entre 18 e 32 dias, dependendo da velocidade de crescimento de
cada um. O crescimento dos isolados, em ambos os casos, foi avaliado pelo
diGmetro meédio da coldnia, medido em dois eixos transversais.

O delineamento experimental foi completamente casualizado, com trés
repeticdes por tratamento. Os dados foram submetidos & andlise de variéncia e

as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05).

2.3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A maioria dos isolados apresentou menor crescimento no meio MNM.
Foram evidenciadas poucas diferencas entre os meios GEL, GMM e GMA (Figuras
2.1 e2.2).

Dentre os MSF (Figura 2.1), a bactéria MSF-221 (Pseudomonas sp.) e os
fungos MSF-293 (Paecilomyces sp.) e MSF-251 (Aspergillus sp.) ndo apresentaram
diferencas entre os meios GEL, GMM e GMA, onde obtiveram crescimento
superior ao proporcionado pelo meio MNM. O fungo MSF-306 (Rhizopus sp.)
apresentou maior crescimento nos meios GEL e GMA, seguido pelos meios GMM
e MNM. O fungo MSF-062 (Penicillium sp.) apresentou maior crescimento nos
meios GEL e GMM, e crescimento inferior nos meios GMA e MNM. O fungo MSF-
310A (Aspergillus sp.) cresceu melhor nos meios GMM e GMA, apresentando

crescimento mediano no meio GEL e inferior no meio MNM.



Meios de cultura para cultivo simultdneo de MSF e fECM

4,0
3.5
3.0

25

0.0

4,0
3.5
30
2,5
2,0
1.5
1.0

0.5

diémetro da colénia (cm)

0.0

4,0
3.5
3.0
2,5

20
1,0

0.5

0.0

Figura 2.1 -

MSF-221 (Pseudomonas sp.)

4,0

MSF-293 (Paecilomyces sp.)

45

3,5 -
3.0 -
2,5 -
2,0 -
1.5
1,0 -

0,5 -

MSF-251 (Aspergillus sp.)

0.0

MSF-306 (Rhizopus sp.)

4,0
3,5 1
3,0

2,5 -
2.0 A
1,5 A
1,0 4

0,5

a

a

MSF-062 (Penicillium sp.)

0.0

MSF-310A (Aspergillus sp.)

ab

bc

4,0
3,5 1
3.0 4
2,5
20 -
1.5 A
1.0

0,5 1

0,0
Meios

MNM

GEL

GMM

GMA

Crescimento de microrganismos solubilizadores de fosfatos nos meios

MNM, GEL, GMM e GMA. Médias de trés repeticoes. Letras iguais em

cada isolado nGo diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<

0.05).



Meios de cultura para cultivo simulténeo de MSF e fECM

80
7.0
6,0
5,0
40
30

20

0,0

diametro da colonia (cm)

8.0
7.0
6,0
5.0
4,0
3.0
20
1,0

0.0

UFSC-Sc42 (Scleroderma sp.)

UFSC-Rh104 (Rhizopogon vulgaris )

46

— 8,0
7.0
a b B b
6.0
) o bc =0
4,0
3.0
20
1,0
0.0
UFSC-5c91 (Scleroderma sp.)
8,0
7.0
6,0 -
507 a ab
40 b ab
3.0
20
1.0
0,0
UFSC-Su114 (Suillus cothurnatus) 80 MARX 270 (Pisolithus tinctorius )
7.0 & a
6.0 -
a ° a e 2
4,0
b 3.0
2,0
1,0
0.0
Meios
MNM GEL GMM GMA

Figura 2.2 - Crescimento de fungos ectomicorrizicos nos meios MNM, GEL, GMM e

GMA. Médias de trés repeticoes. Letras iguais em cada isolado ndo

diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05).



Meios de cultura para cultivo simuitdneo de MSF e fECM 47

Os fECM apresentaram resultados varidveis nos diferentes meios (Figura
2.2). Os isolados UFSC-Sc42 (Scleroderma sp.) e UFSC-Rh106 (Rhizopogon vulgaris)
apresentaram  maior crescimento em meio MNM. O isolado UFSC-Sc42
apresentou menor crescimento no meio GMA, diferentemente do isolado UFSC-
Rh106, que ndo apresentou diferengas significativas entre os outros trés meios
testados. Suillus cothurnatus (UFSC-Su114) e Pisolithus tinctorius [MARX270) tfiveram
comportamento semelhante ao da maioria dos solubilizadores, com os menores
valores no meio MNM e sem diferencas significativas entre os demais meios. O
isolado UFSC-Sc91 (Scleroderma sp.), apesar de ndo apresentar diferencas entre
os meios GEL, GMM e GMA, teve maior crescimento no meio GEL quando
comparado com o meio MNM .,

Os resultados obfidos parecem ser conseqUéncia das diferencas
nutricionais e ambientais dos meios utilizados. Quanto ao pH, os dados indicam
que os isolados testados podem crescer normalmente entre os valores testados.
Isso &€ plenamente aceitdvel, pois ambos sGo adaptados as diferentes condicdes
quimicas e fisicas do solo. Os fECM, geralmente mais exigentes que os MSF sob
condi¢bes de cultivo, apesar de apresentarem um crescimento 6timo entre pH
2,9 e 5,9, também sdo capazes de crescer em valores proximos & neutralidade
(HARVEY, 1991). Esse comportamento foi observado por STRZELCZYK et al. {1993)
que, testando o crescimento conjunto de fECM e bactérias do solo em diferentes
meios, obtiveram resultados varidveis, com alguns fungos apresentando maior
crescimento em pH 7,0, e outros em pH 5,8, dependendo da espécie e da
composicdo do meio.

Com relagcdo as diferencas nutricionais entre os meios padrdo, o MNM
utiliza o extrato de malte, enquanto o GEL utiliza o extrato de levedura. Assim, as
modificagcdes criadas, GMM e GMA, utilizam as duas fontes em diferentes
quantidades. Talvez esta caracteristica tenha sido uma das principais
responsdveis pelo maior crescimento da maioria dos isolados nos meios GEL,
GMM e GMA. O extrato de malte € basicamente uma fonte de carboidratos (70-
75%). O extrato de levedura € rico em aminodcidos essenciais (45-50% de
proteinas), carboidratos (30-35%), sais minerais (até 1,5-2,5% de fésforo) e fatores

de crescimento, como vitaminas do complexo B, dentre elas a tiamina (vitamina
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B1). Assim, a adicdo do exitrato de levedura pode ter aumentado a
concentracdo desses nutrientes, estimulando o maior crescimento. PRADELLA et
al. (1991) estudando o efeito da adigdo de extrato de levedura ao meio MNM,
para o cultivo em fermentagdo liquida de Pisolithus tinctorius, obtiveram
aumentos significativos na produgdo de biomassa do fungo, com um acréscimo
de até 87,5% em relacdo & obtida no meio sem essa fonte. Esses resultados
foram atribuidos a um efeito tamponante do meio e & utilizagcdo de dacidos
org&nicos e aminodcidos, proporcionados pela adigdo do exirato de levedura.
Entretanto, ROSSI (2001), estudando a produg¢do de inoculante de Pisolithus
microcarpus em fermentacdo liquida, concluiu que o efeito tamponante
proporcionado pela adicdo de extrato de levedura ao meio MNM é o principal
fator que possibilita o maior crescimento do fungo neste meio, mais importante
que o efeito geralmente destacado na literatura, que seria devido & presenca de
fatores de crescimento.

Apesar de os isolados UFSC-Sc42 (Scleroderma sp.) e  UFSC-Rh106
(Rhizopogon vulgaris) apresentarem maior didmetro de coldénia no meio MNM, é
preciso salientar que este foi o Unico par@metro de crescimento avaliado em
todos os casos. Mesmo sem fer sido avaliada a producdo de biomassa, foi
possivel verificar visualmente que o crescimento de todos os isolados testados,
incluindo os MSF, foi muito menos denso no meio MNM (Figura 2.3). No caso dos
solubilizadores, alguns isolados sequer esporularam neste meio.

Outra diferenca entre os meios, que pode ter afetado o crescimento dos
isolados, sdo as fontes de nitrogénio inorgdnico. Enquanto o meio GEL utiliza uma
fonte nitrica (KNOs), o MNM utiliza uma fonte amoniacal [(NH4)2HPO4]. O maior
crescimento dos MSF no meio GEL, que apresenta na sua composicdo uma
fonte nitrica, vem ao encontro de resultados obtidos por outros autores, que
demonstram maior crescimento dos isolados nesta fonte (DIXON-HARDY et al.,
1998; SILVA FILHO & VIDOR, 2001). Para os fECM, STRZELCZYK et al. (1993)
observaram maior crescimento destes em fontes amoniacais. LAPEYRIE, RANGER,
VAIRELLES (1991), avaliando a atividade solubilizadora in vifro de varias espécies
de fungos ectomicorrizicos, também obtiveram os melhores resultados em meio
contendo essas fontes. Porém, ANDERSON, CHAMBERS, CAIRNEY (1999), testando
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fontes orgdnicas e inorgdnicas de N sobre o crescimento de trés espécies de
Pisolithus, observaram a preferéncia dos fungos pelas fontes amoniacais, em
detrimento das fontes nifricas. Esse resultado confere com os resultados obtidos
neste ensaio, onde o comportamento de crescimento dos fECM também foi

varidvel entre os meios testados, dependendo da espécie.

Meio GEL

Meio MNM
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Figura 2.3 - Aspecto de crescimento de fungos ectomicorrizicos nos
meios GEL, GMM, MNM e GMA.

Em dois casos (MSF-062 e UFSC-SC 42), o meio GMA mostrou-se prejudicial
ao crescimento dos isolados. O escurecimento causado pelo crescimento dos
fECM nos meios GEL, GMM, e especialmente, no GMA, pode estar relacionado a
acumulacdo de compostos fendlicos solUveis, provavelmente devido d menor
producdo da enzima lacase, responsavel pela polimerizagcdo desses compostos
(VOIGT, OLIVEIRA, RANDI, 2000). A presenca de compostos polifendlicos,
produzidos especialmente sob condicdes de estresse, pode levar a um processo
de auto-intoxicagdo, resultando em menor crescimento (DUPONNOIS &
GARBAYE, 1990).

LAPEYRIE & BRUCHET (1985) j& discutiram a hipdtese de que os indculos de

fECM cultivados em meios ricos e complexos podem ser deficientes em algumas
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enzimas necessdrias para a colonizagdo da planta hospedeira, demonstrando
que o consumo total da glicose nesses meios acarreta uma menor viabilidade do
inéculo. Mesmo ndo tendo sido avaliado quantitativamente, cabe registrar que
comportamento semelhante foi observado no presente estudo, uma vez que os
fECM, apds cultivo nos meios GEL, GMM e GMA, ndo cresceram em repicagens
posteriores & avaliagdo do crescimento. Tal resultado sugere que os meios GEL,
GMM e GMA, embora possibilitem melhor crescimento, ndo sdo adequados a
manutengdo dos fECM em colecdo, necessitando-se de estudos

complementares.

2.4 - CONCLUSOES

1. Os meios GEL e GMM sdo adequados aos estudos in vitro de cultivo
simultneo  de  microrganismos  solubilizadores de fosfatos e  fungos
ectomicorrizicos;

2. O meio MNM ndo € adequado para estudos de avaliacdo in vitro do

crescimento de microrganismos solubilizadores de fosfatos.



CAPITULO 3

INTERAGAO MICRORGANISMOS SOLUBILIZADORES DE FOSFATOS E FUNGOS
ECTOMICORRIZICOS EM MEIO DE CULTURA

3.1 - INTRODUGAO

Diversos microrganismos do solo s&o estudados por seu papel na ciclagem
do fésforo. Os microrganismos solubilizadores de fosfatos (MSF) disponibilizam os
fosfatos inorg@nicos insolUveis ou de baixa solubiidade e podem produzir
substéncias promotoras do crescimento vegetal (LEINHOS, 1994; STRZELCZYK &
ROZYCKI, 1985). Os fungos ectomicorrizicos (fECM), especialmente importantes
para as esséncias florestais, favorecem a absor¢cdo do fésforo e de outros
nutrientes, podendo também atuar como solubilizadores de fosfatos (LAPEYRIE,
RANGER, VAIRELLES, 1991).

A convivéncia muUtua entre os microrganismos do solo € um processo
dindmico que envolve relagdes ecoldgicas positivas ou negativas.
Microrganismos de vdarios géneros tém sido isolados do manto ou dos
esporocarpos dos fECM (BOWEN & THEODOROU, 1979; GARBAYE & BOWEN, 1987;
LEYVAL & BERTHELIN, 1989). A presen¢a de microrganismos nesses sitios indica que
o estabelecimento e o funcionamento da associacdo ectomicorrizica s&o
influenciados pelas interagdes destes com os fECM (GARBAYE, 1991).

DUPONNOIS & GARBAYE (1990) verificaram que determinados
microrganismos sdo benéficos aos fECM, sendo denominados "helpers" ou
auxiliares da micorrizagc&o. Bactérias auxiliares da micorrizacdo (BAM) influenciam
ndo apenas a sobrevivéncia dos fECM mas, também, a formacdo e o
desenvolvimento das ectomicorrizas (GARBAYE, 1991).  Entretanto, outros

microrganismos do solo podem ter efeito negativo, inibindo o crescimento e a
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colonizagdo das raizes pelos fECM, por competi¢cdo ou producdo de subst@ncias
antibidticas e fungistaticas (GARBAYE, 1991; STRZELCZYK et al., 1993).

A inoculagdo conjunta de MSF e fECM em esséncias florestais segue um
caminho diverso daquele adotado no estudo de microrganismos auxiliares da
micorrizagdo. Os MSF tém sido isolados independentemente da presenca das
ectomicorrizas, levando em consideracdo a capacidade de solubilizacdo de
fosfatos. Isso nGdo impede que os MSF, como quaisquer outros microrganismos do
solo, possam interagir com os fECM. LINDERMAN (1988) sugere que a maior
absorcdo de fésforo por plantas micorrizadas se deva, entre outros fatores, &
interagdo dos fungos micorrizicos com microrganismos solubilizadores de fosfatos.
Assim, é provdavel que o crescimento e a capacidade de solubilizacdo de
ambos, e a infectividade dos fECM sobre seus hospedeiros, possa ser influenciada
pela inoculagdo conjunta.

Estudos sobre a inoculacdo conjunta de MSF e fECM s&@o raros (LEYVAL &
BERTHELIN, 1988; 1989). Apesar disso, essa prdtica pode se constituir numa
importante alternativa & fertiizacdo convencional do solo, permitindo
incrementar a produ¢cdo de mudas de esséncias florestais. Para isso, tornam-se
necessarios estudos sobre a compatibilidade entre esses diferentes grupos de
microrganismos. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar, em condicdes de

meio de cultura, a interacdo entre isolados de MSF e fECM.

3.2 - MATERIAL E METODOS

Oito isolados de MSF pertencentes & colecd&o do Laboratério de
Microbiologia do Solo (Tabela 3.1) e quatro fECM pertencentes ao Laboratério de
Ectomicorrizas da UFSC (Tabela 3.2) foram testados em dois ensaios consecutivos.
O primeiro avaliou o crescimento conjunto dos isolados em meio sélido e o
segundo, a capacidade e o potencial de solubilizacdo de fosfato em meio

liquido.
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3.2.1 - Avaliacdo do crescimento em meio sélido

Os isolados de cada grupo foram inoculados individualmente e
combinados dois a dois (1 MSF + 1 fECM), em placas de Petri contendo 15 mL de
meio de culturag, utilizando-se os meios GEL - Glicose Extrato de Levedura e GMM

- Glicose Malte Mé&dio, testados em experimento anterior (vide Capitulo 2).

Tabela 3.1 - Microrganismos solubilizadores de fosfatos
isolados do solo ou da rizosfera de cultivos

de espécies vegetais perenes em Santa

Catarina.

Cédigo Género Espécie vegetal
MSF-189 Enterobacter Pinus taeda
MSF-239 Bacillus P. taeda
MSF-177 Penicillium Eucalyptus dunnii
MSF-262 Penicillium E. grandis
MSF-269 Penicillium P. taeda
MSF-195 Aspergillus P. taeda
MSF-251 Aspergillus P. elliottii
MSF-310A Aspergillus E. dunnii

Tabela 3.2 - Fungos ectomicorrizicos isolados de plantagdes florestais

em Santa Catarina.

Cédigo Espécie Hospedeiro
UFSC-Cg02 Cenococcum geophilum Fr. Pinus taeda
UFSC-Rh90 Rhizopogon nigrescens P. taeda
Coker & Couch

UFSC-Rh106 Rhizopogon vulgaris P. taeda
(Vitt.) M. Lange

UFSC-Sul155 Suillus cothurnatus Sing. P. taeda

Os fECM foram inoculados no centro das placas, na forma de um disco de

micélio (7 mm de didmetro) obtido de cultura de 30 dias em meio MNM. Apds 20-
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25 dias a 25 + 1°C, mediu-se o diéimetro das colénias dos fECM e os MSF foram
inoculados com alca de platina, em estria transversal, a 4,5 cm do centro da
coldnia do fECM. O indculo dos MSF foi preparado em suspensdo de células (vide
Capitulo 2). O crescimento dos microrganismos foi medido aos 2, 4 e é apds
confrontacdo e incubacdo a 25 + 1°C. Os fECM foram medidos pelo didmetro
da coldnia, perpendicularmente & coldnia oposta. O crescimento dos MSF foi

avaliado pela largura da faixa de crescimento (Figura 3.1).

Figura 3.1 - Forma de inocula¢do conjunta e medida do
crescimento de fungos ectomicorrizicos (fECM)
e microrganismos solubilizadores de fosfatos

(MSF) em meio de cultura.

O delineamento adotado foi completamente casualizado, com trés
repeticdes. Os dados foram submetidos a andlise de variGincia e as médias

comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05).

3.2.2 - Solubilizacdo de fosfato em meio liguido

Cada isolado foi inoculado individuaimente e combinado dois a dois (1
MSF + 1 fECM), em frascos Edlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio GEL e
1 gde P L, na forma de CaHPO4.2H20.
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Os fECM foram inoculados através de dois discos de micélio (7 mm de
di@metro) obtidos de cultura de 30 dias em meio MNM. Apds 23 dias a 25 + 1°C,
quando todos os fECM apresentavam crescimento visivel, os MSF  foram
inoculados adicionando-se 3 mL de suspensdo celular. Apds 10 dias de
confrontac@o e incubacdo a 25 + 1°C, a biomassa fungica foi separada do
meio de cultura por peneiragem (Figura 3.2A). No cultivo simultGneo
determinou-se a biomassa total, sem separacdo dos isolados envolvidos. A
biomassa bacteriana ndo foi determinada. A biomassa fresca dos tratamentos
contendo fungos foi lavada em dgua destilada para eliminacdo dos gréanulos
de fésforo (Figura 3.2B) e, posteriormente, seca a 70°C para determina¢do do
peso da matéria seca (Figura 3.2C) e do fésforo imobilizado. O volume (Figura
3.2D) e o pH do meio foram medidos e, apds centrifuga¢cdo por 5 min a 2.200g,
uma dliquota de 8 ml foi armazenada a -18°C, para ser submetida,

posteriormente, & andlise de fosforo.

Figura 3.2 - Procedimento para separag¢do
e quantificagdo do micélio e

do meio.
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O fésforo solivel no meio de cultura e no micélio foi determinado de
acordo com a metodologia proposta por TEDESCO et al. (1995).

O micélio seco foi friturado em moinho de facas de acgo inoxiddvel, com
peneira de orificios de 0,5 mm de di@metfro. Amostras de 0,200 g foram
colocadas em tubos de vidro (250 x 22 mm) com o auxilio de um funil de haste
longa. Para a digest@o e extragcdo de fésforo, foram adicionados 1 mL de H202
(30%), 2 mL de H2SO4 concentrado e 0,7 g da mistura de digestdo (100 g de
Na2SOs, 10 g de CuSO4.5H20 e 1 g de selénio, finamente moidos € misturados).
Em seguida, os tubos foram colocados em bloco digestor a 160-180°C, até
completa evaporacdo da dgua. A temperatura foi aumentada para 350-375°C
e, apds os extratos atingirem coloragdo amarelo-esverdeada, essa temperatura
foi mantida por 1 h. Apds esse periodo, os tubos foram retirados, resfriados e o
volume completado para 50 mL, agitando-se com ar comprimido. O exirato foi
transferido para frasco fechado e deixado em repouso por 12 h.

Para a determinacdo de fésforo, foi pipetado 1 mL de cada amostra de
meio ou de extrato miceliano para copo pldstico descartavel, adicionando-se 2
mL de dgua destilada, 3 mL da solu¢cdo P-B (Anexo 3) e 3 gotas da solugdo P-C
(Anexo 4), agitando-se em seguida. Apds 15 min, fez-se a leitura de absorbéncia
a 660 nm, em espectrofotbmetro. Os valores foram transformados em
porcentagem de fdsforo e P-total no micélio (mg), € em quantidade de P
solubilizado no meio (mg L-1), utilizando-se equacdes de regressdo, obtidas a
partir da curva padrdo de fosforo.

Para obtencdo da curva, foram utilizadas aliguotas de 0,0 - 0,5-1,0- 2,0 -
3,5-e 5,0 mL de uma solucdo padrdo de fosforo(1,318g de KH2PO4 seco a 105°C
por 2 h, dissolvido em 1 L de dgua destilada). A curva padrdo utilizada na
determinagdo de fésforo no micélio também foi submetida ao procedimento de
extracdo e digestdo.

O delineamento adotado foi completamente casualizado, com trés
repeticdes por fratamento. Os dados foram submetidos a andlise de variancia,
com desdobramento fatorial do tipo 9 X 5. As médias dos fatores (MSF e fECM) e
das interagcdes entre eles foram comparadas pelo teste de Tukey (P< 0,05).

Andlise de regressdo foi aplicada entre diferentes par@metros avaliados e a
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significancia do coeficiente de correlagcdo verificada através da aplicacdo do
teste t (P<0,05).

3.3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 - Avdliacdo do crescimento em meio sdlido

As interacdes variaram nos dois meios testados, ocorrendo neutralismo e
antagonismo (Figura 3.3). Os efeitos antagdnicos foram varidveis entre os
isolados, os meios de cultura e o tempo de confronta¢cdo. Péde-se verificar maior
numero de efeitos significativos no meio GEL, tanto para os fECM quanto para os
MSF. Todos os fECM e a maioria dos MSF apresentaram maior nimero de efeitos
negativos aos é dias, razdo pela qual optou-se por centrar a discussdo a partir
destes resultados. Os valores numéricos do crescimento conjunto sdo
apresentados nos Anexos 5 e 6.

Analisando os dados obtidos aos é dias, observa-se que dentre os fECM, o
isolado UFSC-Cg02 (Cenococcum geophilum) foi o menos afetado pela
inoculacdo conjunta, apresentando redugdo do crescimento somente quando
confrontado com os isolados MSF-239 (Bacillus sp.) € MSF-177 (Penicillium sp.), no
meio GEL. Da mesma forma, o isolado UFSC-Cg02 foi o que menos afetou os MSF,
apresentando um Unico caso de antagonismo, quando confrontado com o
isolado MSF-195 (Aspergillus sp.) no meio GMM.

O isolado UFSC-Rh90 (Rhizopogon nigrescens) foi o fECM que apresentou o
maior nimero de resultados de antagonismo muatuo nas confrontagdes. No
meio GEL, esse isolado teve seu crescimento reduzido pela confrontagcdo com
sete MSF. Entretanto, também reduziu o crescimento de seis dos MSF. Para o
isolado UFSC-Rh106 (Rhizopogon vulgaris), houve reducdo do crescimento em
presenca do MSF-189 (Enterobacter sp.) no meio GMM, mas ndo no GEL. Neste
Ultimo meio, menor crescimento foi observado nas confrontacdées com  o©s
isolados MSF-177, MSF-269 (Penicillium spp.), MSF-195, MSF-251 e MSF-310A
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Figura 3.3 - Crescimento de microrganismos solubilizadores de fosfatos (MSF) e
fungos ectomicorrizicos (fECM) apds é dias de confrontagGo a 25°C
nos meios GEL e GMM. Esferas pequenas de uma mesma cor
representam redug¢do significativa do crescimento pelo teste de
Tukey (P<0,05).

58



Inferagdo em meio de cultura 59

(Aspergillus spp.). O UFSC-Rh1046 inibiu o crescimento de cinco MSF no meio GEL
e frés no meio GMM.

O isolado UFSC -Su155 (Suillus cothurnatus) foi o fECM que mais sofreu casos
de redu¢cdo de crescimento pela inoculagdo dos MSF, nos dois meios. No meio
GEL, somente o MSF-310A (Aspergillus sp.) ndo reduziu seu crescimento. No meio
GMM, seu crescimento foi reduzido por cinco MSF, fato que ndo ocorreu com
nenhum outro fECM neste meio. Por outro lado, o UFSC-Sul155 foi menos agressivo
do que as duas espécies do género Rhizopogon, reduzindo o crescimento de
apenas trés MSF nos dois meios.

Com relagdo aos MSF, pbdde-se verificar que o fungo MSF-310A ndo
apresentou redu¢do de seu crescimento pela inoculagcdo conjunta com fECM,
mas reduziu o crescimento dos isolados UFSC-Rh?0 e UFSC-Rh106 no meio
GEL, e UFSC-Suld5 no meio GMM. Outro isolado pouco afetado pela
confrontacdo com fECM foi o MSF-262 (Penicillium sp.), que apresentou menor
crescimento somente quando confrontado com o isolado UFSC-Sul55, no meio
GEL. Além disso, o MSF-262 foi o solubilizador que menos afetou o crescimento
dos fECM, s& inibindo o isolado UFSC-Su155, nos dois meios. O MSF-262, o MSF-239
e 0 MSF-251 tiveram seu crescimento reduzido por fECM somente no meio GEL.

A maior frequéncia de efeitos antagdnicos no meio GEL pode estar
relacionada as diferencas nutricionais existentes entre os meios utilizados. O meio
GEL, na forma utilizada neste estudo, apesar de ndo incluir fontes inorgdnicas de
fosforo solUvel, possui maior concentracdo de extrato de levedura, uma fonte
rica em fésforo orgénico e substéincias promotoras do crescimento microbiano.
Em experimento preliminar (vide Capitulo 2), verificou-se que o meio GEL
possibilita maior crescimento da maioria dos isolados testados. Essa caracteristica
deve acarretar um rapido consumo de nutrientes. Assim, os efeitos antagdnicos
devem ter resultado da maior competicdo por nutrientes neste meio. Isso torna-
se evidente quando se observa que os fECM que ocasionaram maior nimero de
casos de reducdo de crescimento dos MSF foram os que apresentam o maior
crescimento nos dois meios, como o UFSC-Rh106 e o UFSC-Rh?0 (vide Anexo 5).
Efeitos do meio de cultura sobre o cultivo conjunto de fECM e microrganismos do
solo foram evidenciados por outros autores. BOWEN & THEODOROU (1979},
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estudando as interagdes entre fECM e bactérias do solo, verificaram que a
diminuicdo do crescimento de ambos foi dependente dos meios testados.
STRZELCZYK et al. {1993), avaliando o crescimento de fECM em cultivo com
bactérias, em trés diferentes meios, observaram que o crescimento dos fungos foi
mais afetado pela composicdo dos meios do que pela inoculagdo conjunta.

A competicdo por nutrientes ndo € tdo evidente quando se analisa o
efeito dos MSF sobre o crescimento dos fECM. Enquanto alguns isolados de
crescimento intenso, como o MSF-251, inibiram e foram inibidos por alguns fECM
(Figura 3.4C), outros, como o MSF-262 e o MSF-310A, pouco afetaram ou foram
afetados pelo crescimento conjunto (Figura 3.3). Da mesma forma, alguns
isolados de crescimento menos intenso, como a bactéria MSF-239 (Figura 3.4A) e
o fungo MSF-269 (Figura 3.4B), foram capazes de inibir o crescimento dos fECM
em vdarias confrontagdes, especialmente no meio GEL. Nestes casos, a
ocorréncia de antibiose parece ter sido o principal mecanismo de antagonismo
entre os microrganismos. Essa hipdtese pode ser reforcada pela observacdo de
que o crescimento conjunto, na maioria dos casos de inibicdo mutua, promoveu
alteragdes no metabolismo secunddrio dos fECM, que apresentaram maior
escurecimento do meio de cultura (Figura 3.4B e 3.4C) ou do micélio, no lado
voltado para o outro microrganismo (Figura 3.4A). E provdvel que esse
escurecimento seja devido a producdo de compostos fendlicos pelos fECM, que
podem fer atuado como substancias antibidticas ou fungistaticas aos MSF e aos
proprios fECM (DUPONNOIS & GARBAYE, 1990). Diversas espécies de fECM jd&
foram relatadas por apresentarem a capacidade de produzir substé&ncias
antibidticas em cultura pura (RASANAYAGAM & JEFFRIES, 1992).

Embora efeitos sinérgicos ndo tenham sido observados, as interacdes que
ndo apresentaram efeitos negativos sobre o crescimento dos microrganismos
envolvidos podem ser convenientes, j& que evidenciam a possibilidade de cultivo
simulténeo sem prejuizo a ambos. Nesses casos, pressupde-se que a auséncia de
efeitos antagdnicos por competicdo ou antibiose, nos dois meios testados, pode
ser favordvel se repetida sob condicdes de campo. Assim, neste ensaio, foram

consideradas neutras as combinagdes entre os isolados UFSC-Cg02 x MSF-189,
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UFSC-Cg02 x MSF-262, UFSC-Cg02 x MSF-269, UFSC-Cg02 x MSF-251, UFSC-Cg02 x
MSF-310A, UFSC-Rh90 x MSF-262, e UFSC-Rh106 x MSF-262.

fECM

UFSC-Cg02 x MSF-239 UFSC-Rh90 x MSF-269 UFSC-Rh90 x MSF-251

Figura 3.4 - Aspecto de crescimento de fungos ectomicorrizicos (fECM) e
microrganismos solubilizadores de fosfatos (MSF), apés é dias

de confrontacdo em meio GEL.

3.3.2 - Avdliacdo do crescimento e solubilizacdo em meio liquido

Todos os microrganismos solubilizaram, isoladamente, quantidades
significativas de fésforo no meio de cultura (Figura 3.5). Enfre os MSF, os valores
de P variaram entre 186 e 873 mg L', que correspondem a 18,6 e 87,3% do total
adicionado ao meio, respectivamente. O MSF-310A apresentou o maior
potencial de solubilzagdo. Entre os fECM, os valores variaram entre 172 e 509 mg
de P L1, com o isolado UFSC-Rh106 apresentando o maior potencial de
solubilizacdo.

A solubilizagdo obtida com a inoculacdo conjunta de MSF e fECM variou
nas diferentes combinacdes entre isolados. Para os fECM (Figura 3.6), o UFSC-

Cg02 {Cenococcum geophilum) foi o que apresentou os melhores resulfados nas
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interacdes, pois além de ndo ter sofrido qualquer antagonismo, houve
incremento da solubilizacdo quando o mesmo foi cultivado com  0s
solubilizadores MSF-239, MSF-177, MSF-262 e MSF-310A. O isolado UFSC-Sul55
(Suillus cothurnatus) também ndo apresentou interagdes negativas com os MSF,
mas proporcionou maior solubilizacdo de fosfato nas combinagdes com os
isolados MSF-177 e MSF-310. O mesmo aconteceu com o UFSC-Rh90 (Rhizopogon
nigrescens), que apresentou incremento na solubilizagdo somente quando
cultivado com o isolado MSF-177. No caso do isolado UFSC-Rh106 (Rhizopogon
vulgaris), a maioria das interagdes com MSF proporcionou menor solubilizagdo do

gue a obtida no cultivo isolado.

/!’”“—'—' =] B MSF18%
1000 1 a | EMSF239
= OMSF177

[ MSF262

B MSF269

E MSF195

W MSF251

D MSF310A

O Testemunha
B UFSC-Cgo2
O UFSC-Rh%0
UFSC-Rh106
W UFSC-Su155

P no meio (mg L)

Figura 3.5 - Quantidade de fésforo no meio GEL inoculado isoladamente
com MSF e fECM. Média de trés repeticoes. Letras iguais nGo
diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05).

Houve efeito sinérgico sobre a quantidade de P solubilizado no meio na
interacdo UFSC-Cg02 + MSF-262, |G que a quantidade solubilizada foi superior &

soma das quantidades obtidas pelos isolados em cultura pura (vide Anexo 7).
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1000

gdePL!

/ _I.I?SC Cg02 (Cenococcum geophilum) UFSC-Rh?0 (Rhizopogon nigrescens)

+ MSF189  + MSF239

+ MSF195 + MSF310A

Figura 3.6 - Quantidade de fésforo no meio GEL (g L") inoculado conjuntamente

com fungos ectomicorrizicos (fECM) e  microrganismos
solubilizadores de fosfatos (MSF). Média de trés repetigoes.

* Diferenga significativa pelo teste de Tukey (P<0,05) em relagdo a
cultura pura.
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Para os MSF, o cultivo conjunto com fECM apresentou resultados varidveis
de solubilizacdo, dependendo da combinagdo (Figura 3.7). A bactéria MSF-239
e os fungos MSF-177 e MSF-262, quando combinados com a maioria dos fECM,
promoveram maior solubilizagcdo do que a obftida pelo cultivo isolado dos
mesmos. J& a bactéria MSF-189 e os fungos MSF-195, MSF-251 e MSF-310A
apresentaram resultados positivos quando cultivados com os fECM UFSC-Rh90 e
UFSC-Rh106, mas negativos com o UFSC-Cg02. O MSF-310A apresentou
diminuicdo na solubilizacdo de fosfato em todas as combinagdes com fECM.
Analisando a producdo de matéria seca, observa-se que as interagdes foram
neutras ou negativas (Tabela 3.3). Em média, os fECM tiveram seu crescimento
reduzido pelo cultivo com os fungos solubilizadores MSF-177 e MSF-262. O fECM
UFSC-Cg02 foi o isolado que apresentou o maior nimero de resultados
significativos nas interagcdes com MSF. Seu crescimento foi reduzido pela
inoculacdo com as bactérias MSF-189 e MSF-239 e com o fungo MSF-177. Nas
demais combinacdes deste fECM, os valores foram superiores ao obfido pela
cultura pura do mesmo. Os outros fECM foram pouco afetados pelo crescimento

simulténeo.

Tabela 3.3 - Producdo de matéria seca (g) de MSF e fECM cultivados em meio
GEL a 25°C por 15 dias.

fECM*
Sem fECM Cg-02 Rh-90 Rh-106 Su-155 Média
Sem MSF - 028bA  021bcC 027 bcA 024abB  0,25ab
189 N.D. 0,15c¢dD  024abB  029abA 021bcC 0,22 bd
239 N.D. 0,16cD  024abB  027bcA 021 bcC 0,22 bd
177 0,10 cdC 0,12dC  0,19cB 0,25 cA 018cdB 0,17 f
MSF 262 0,09 dD 0340A 018cC  0,25cB 017dC 02l ce
269 0,20 bD 034aA  021bcD 028bcB  024abC 0,26 ab
195 0,13 cD 0320A  024abB  032aA 021 bcC 0,24 bc
251 0,09 dD 0320A 023abC  029abB  022bC 0,23 bd
310A 0,28 aBC 0350A  025aD  029abB  026aC  029a
Média 0,15C 0.27 A 0,22 B 0,28 A 0.22 B

* Médias seguidas da mesma lefra mindscula na coluna e maidscula na linha nao diferem significativamente

pelo teste de Tukey (P<0,05). Médias de trés repeticdes.
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Figura 3.7 - Quantidade de fésforo no meio GEL (g L'!) inoculado conjuntamente

com MSF e fECM. Média de trés repeti¢des. * Diferenga significativa

pelo teste de Tukey (P<0,05) em relagdo a cultura pura.
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Ndo houve correlacdo entre a produgdo de matéria seca no meio GEL
liquido e o didmetro das coldnias aos 6 dias de confrontagcdo em placa de Petri
contendo meio GEL, discutido no item 3.3.1.

Também ndo houve correlacdo significativa entre a quantidade de fésforo
solubilizado no meio e a porcentagem de fosforo no micélio. A porcentagem foi
varidvel entre os isolados e interagcdes (Tabela 3.4). Quando cultivados
isoladamente, os fECM apresentaram uma meédia de 1,93% de P no micélio,
contra 1,14% nos MSF. Em média, o UFSC-Cg02 apresentou a maior % de P no
micélio seco, entre os fECM, inclusive nas interagdes, seguido pelos isolados UFSC-
Rh106, UFSC-Rh90 e UFSC-Sulb55, por ordem decrescente. A inoculagdo com a
bactéria MSF-189 (Enterobacter sp.), proporcionou um aumento na porcentagem
média de P dos fECM para 2,84%. Porém, a inoculagdo com os fungos MSF-262
(Penicillium sp) e MSF-195 (Aspergillus sp.), fez a média dos fECM cair para valores

inferiores, de 1,34 e 1,35%, respectivamente.

Tabela 3.4 - Porcentagem de fésforo (%P) na matéria seca de MSF e fECM

cultivados em meio GEL a 25°C por 15 dias.

fECM*
Sem fECM Cg-02 Rh-90 Rh-106 Su-155  Média
Sem MSF - 3,13 cA 1,66 bB 1,85 aB 1,08bC 1,93 bc
189 N.D. 504aA 2,08 aB 2,21 aB 2,02 aB 2,84 a
239 N.D. 3,71 bA 1,96 abB 2,02 aB 1,94 aB 2,41 b
177 2,02 aB 275dA 0,67 cD 1,37 bC 1,88 aB 1,74 cd
MSF 262 0,85 cC 249deA 090cC 2,11 aB 0,36 cD 134 e
269 1,37 bB 1.99fgA  186abA 1,92 aA 20l aA  1,83cd
195 0,14 deD 2,17 efA  205aA 1.89 aB 051cC  135e
251 0,46 dC 2,11 fA 1.83abB 1,88 aB 1,80 aB 1,62 ce
310A 1,98 oA 1.69 gB 1,76abB 1.88aAB  199aA  186cd
Média 114D 2,78 A 1,64 C 1,90 B 1,51 C

* Médias seguidas da mesma lefra mindscula na coluna e maidscula na linha ndo diferem significativamente
pelo teste de Tukey (P<0,05). Médias de frés repeticoes.

A inferagcdo UFSC-Cg02 (Cenococcum geophilum) +  MSF-189
(Enterobacter sp.) apresentou 5,04% de P na biomassa, o maior valor dentre
todos os obtidos pelos isolados e interagdes. Entretanto, em alguns casos, os
valores podem ter sido superestimados em funcdo da pequena quantidade de

micélio utilizada na amostragem. A interagdo deste fECM com a bactéria MSF-
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239 (Bacillus sp.) também apresentou uma porcentagem de P na biomassa
superior a obtida no fungo cultivado isoladamente. Por outro lado, todas as
outras combinagdes de MSF com o UFSC-Cg02 apresentaram valores inferiores
aos obtidos pelo cultivo isolado do mesmo.

O isolado UFSC-Sul155 (Suillus cothurnatus) também apresentou mudancas
significativas na porcentagem de P na biomassa, em todas as combinagcdes com
MSF. Porém, ao contrério do UFSC-Cg02, a maioria das interacdes foi positiva.
Somente as combinagdes com os isolados MSF-262 e MSF-195 apresentaram
valores inferiores ao obtido pela cultura pura desse fECM.

As combinagdes de MSF com o UFSC-Rh90 (Rhizopogon nigrescens),
gquando comparadas 4 cultura pura do fECM, apresentaram maior
porcentagem de P na biomassa conjunta nas interagcdes com os solubilizadores
MSF-189 e MSF-195, porém menor com o MSF-177 e MSF-262. A porcentagem de P
no micélio do isolado UFSC-Rh106 (Rhizopogon vulgaris) foi pouco afetada pela
inoculagdo conjunta. Somente a combinagcdo com o isolado MSF-177
apresentou valores inferiores ao obtido com a cultura pura.

A quantidade total de fésforo na matéria seca dos isolados (Tabela 3.5)
apresentou alguns resultados semelhantes aos observados na porcentagem de P.
Na média, os isolados MSF-177 e MSF-262 foram os que mais diminuviram a
absorcdo de P pelos fECM, resultado que repete a tendéncia observada quanto
a porcentagem de P. Da mesma forma, o isolado UFSC-Cg02 foi o fECM mais
afetado pela inoculagdo dos MSF, reduzindo a quantidade de P absorvido na
maioria das intera¢gdes. Por outro lado, algumas diferencas em relagdo a
porcentagem de P foram detectadas. Observa-se, por exemplo, que as
interagdes dos fECM com as bactérias MSF-189 e MSF-239 foram positivas em
quase todas os casos, com excecdo da combinagdo UFSC-Cg02 + MSF-239.
Quando se considera o P imobilizado (Tabela 3.5) em relagdo ao solubilizado no
meio (Anexo 7), verifica-se que, entre os MSF, esta quantidade representa 0,05 a
1,47% do total. Os isolados que apresentam os menores valores sdo o MSF-195,
com 0,05%, o MSF-251, com 0,15% e o MSF-262, com 0,2%. Para os fECM, esses
valores variaram entre 0,8 (UFSC-Rh106) e 5% (UFSC-Cg02).
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Tabela 3.5 - Quantidade total de fésforo (mg) na matéria seca de MSF e fECM

cultivados em meio GEL a 25°C por 15 dias.

fECM*
Sem fECM Cg-02 Rh-90 Rh-106 Su-155  Média
Sem MSF - 8,64 aA 3,54 bC 5,06 bB 2,59dD 4,96 ab
189 N.D. 7.44 bcA 4,91 aC 6,37 aB 4,30 acC 5,76 a
239 N.D. 5,95 dA 4,74 aB 551 abA  408bcB 507 ab
177 2,00 bB 3,41 eA 1,32 cB 3,42 cA 335cdA  2,/0e
MSF 262 0,74 cD 8,53 abA  1,65¢cC 5,15 bB 0,61 eD 3,34 de
269 2,74 bE 693cdA  388abD 538abB 490 abC 4,77 ac
195 0,18 cE 690cdA 4,94 aC 610abB  107eD  3.84cd
251 0,42 cD 677 cdA  420abC  539abB  3.95bcC 4,15 bd
310A 5,57 aA 5,88 dA 433abB 547 abA  526a0A  530a
Média 1,94 D 6,72 A 3,72C 532 B 3,35C

* Médias seguidas da mesma lefra mindscula na coluna e maiUscula na linha nac diferem significativamente

pelo teste de Tukey (P<0,05). Médias de frés repeticoes.

Os fECM, assim como a maioria dos MSF, quando cultivados isoladamente,
promoveram uma acidificagd&o do meio de cultura (Tabela 3.6). Entre os MSF, os
valores de pH variaram entre 5,56 e 6,81. Entre os fECM, esses valores variaram
entre 5,31 e 6,53.

Tabela 3.6 - pH do meio GEL inoculado com MSF e fECM e incubado a 25°C por

15 dias.
fECM*
Sem fECM Cg-02 Rh-90 Rh-106 Su-155 Média
Sem MSF 6,96 aA 6,34 cBC 6,28 bC 531 eD 6,53 cB 6,28 d
189 561 eE 7.18 bB 6,61 aC 630cdD  7.64 aA 6,67 C
239 6,10 cC 5,66 dD 6,62 aB 6,05 dC 7.19 bA 6,32 d
177 5,77 deC 5,68 dC 6,20 bB 6,94 QA 6,14 dB 6.14d
MSF 262 5,62 eC 5,20 eD 6,86 QA 653bck  6,43cdB 6,13 d
269 6.81 aC 7.29 abB 6,63 aC 679 abC  7.61 aA 713 a
195 6,60 abC 7.45 abA 6,63 aC 6,17 dD 7.22 bB 6,81 bc
251 6,43 bC 7.58 aA 6.71 aB 678abB  7.43abA 6,98 ab
310A 5,56 eC 5,89 dB 6,64 aA 6,59 bcA 6,54 CA 6,24 d
Média 6,16 C 6,47 B 6,58 B 6,38 B 6,97 A

* Médias seguidas da mesma lefra mindscula na coluna e maidscula na linha ndo diferem significativamente

pelo teste de Tukey (P<0,05). Médias de trés repetigoes.

Quando cultivados simultaneamente, os MSF e fECM apresentaram uma
mudanca de comportamento em relagdo ao pH final do meio. As Unicas

combinagdes que apresentaram acidifica¢cdo, quando comparadas as culturas
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puras dos MSF, foram os culfivos simultdneos dos isolados UFSC-Cg02 + MSF-239 e
UFSC-Cg02 + MSF-262. De modo geral, observa-se que, na maioria das interagdes,
o cultivo simulténeo promoveu uma elevagdo do pH, quando comparado aos
valores obtidos pelas culturas puras. Todas as inferagcdes com os solubilizadores
MSF-189, MSF-269, MSF-195 e MSF-251 apresentaram elevacdo do pH do meio,
quando comparadas as culturas puras dos fECM. Isso também aconteceu com
os isolados UFSC-Rh106 e UFSC-Rh90, onde ndo ocorreu nenhum caso de
acidificacdo nas interagcdes com MSF, e os valores de pH variaram entre 6,20 e
6,96. Nas interacdes com o isolado UFSC-Sulb5, houve elevagcdo do pH para
valores superiores a 7,0 em cinco casos. A acidificacdo do meio sé aconteceu
num Unico caso, em presenca do isolado MSF-177. Nas interagdes do UFSC-Cg02
com MSF, em 50% dos casos ocorreu elevac@o do pH para valores superiores a
7.0, havendo diminuic@o para valores abaixo de 6,0 nos outros 50%.

N&o houve correlagdo significativa entre os valores de pH no meio e a
quantidade de P solubilizado pelos MSF em cultura pura (Figura 3.8). O mesmo

comportamento foi observado nos resultados obtidos com o cultivo dos fECM

(Figura 3.9).
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Figura 3.8 - Andlise de regressdo entre fosforo e pH do meio GEL
inoculado com MSF isoladamente. N.S.: coeficiente

ndo significativo.
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isoladamente. N.S.: coeficiente nGo significativo.
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Comparando-se os diferentes grupos € géneros de MSF, percebe-se uma
grande variagdo quanto a capacidade de solubilizag&o. O melhor desempenho
do isolado MSF-310A ndo foi acompanhado por outros isolados do género
Aspergillus (MSF-195 e MSF-251). SILVA FILHO, NARLOCH, SCHARF (2000), testando
a capacidade de solubilizagcdo de fosfatos de rocha por diversos isolados desta
cole¢do, também observaram o mais alto potencial de solubilizacdo pelo isolado
MSF-310, que apresentou uma média de 263 mg de P L''. No entanto, isolados
do mesmo género apresentaram potencial inferior.

Outros autores revelam capacidade varidvel entre isolados de diferentes
géneros. ARORA & GAUR (1979) e KUCEY (1983), avaliando a capacidade de
solubilizagdo em meio de cultura, observaram que os fungos sGo mais eficientes
do que as bactérias. Porém, SILVA FILHO (1998) avaliando isolados de diferentes
géneros, ndo obteve a mesma tendéncia. Para os fungos, CHHONKAR & SUBBA-
RAO (1967) observaram que Penicillium lilacinum € mais eficiente do que as
espécies de Aspergillus. Enfretanto, AGNIHOTRI (1970), ARORA & GAUR (1979) e
BANIK & DEY (1982), constataram que espécies do género Aspergillus, neste
aspecto, sdo mais ativas do que as do género Penicillium.

Essas controvérsias podem ser devidas & metodologia adotada para a
comparacdo do potencial de solubilizacdo dos isolados. SILVA FILHO & VIDOR
(2000), estudando a solubilizagdo de fosfatos por 57 isolados de diferentes
géneros, inclusive alguns testados neste estudo, optaram por avaliar o potencial
de solubilizagcdo em meio sdlido, através de uma relacdo entre a drea do halo de
solubilizagcdo e o diGmetro da colénia. Através dessa metodologia, observaram
que os fungos do género Aspergillus apresentam potencial de solubilizacdo
inferior aos do género Penicilium. Os autores sugerem que as avaliacdes em
meio liquido ou em drea solubilizada apresentam tendéncia de favorecimento as
espécies com alta velocidade de crescimento em meio de cultura, como as de
Aspergillus e Rhizopus, em detrimento daqguelas que tém menor crescimento,
como as de Penicillium e Paecilomyces.

A hipdtese de SILVA FILHO & VIDOR (2000) é confirmada através dos
resultados obtidos pelos MSF testados neste estudo. Observa-se que o isolado

MSF-310A (Aspergillus sp.), que apresentou o maior potencial de solubilizacdo em



Interagcdo em meio de cultura 72

meio liquido (Figura 3.5), € o que demonstrou a maior producdo de biomassa
dentre os MSF (Tabela 3.3). Assim, relacionando-se os valores de producdo de
matéria seca das culturas puras (Tabela 3.3) com as respectivas quantidades de
fosforo no meio GEL (Anexo 7), observa-se uma mudang¢a na avaliagcdo do
potencial dos isolados. O potencial do MSF-262 (Penicillium sp.) ultrapassa o do
MSF-310A  (Aspergillus sp.), j@ que cada grama de micélio do primeiro tem
potencial para solubilizar até 3,94 g de P L', contra os 3,11 g L' do segundo
isolado.

Dentre os fECM, a relagdo enitre a solubilizacdo e a maior producdo de
matéria seca foi confirmada apenas parciaimente, para o isolado UFSC-Rh106
(Rhizopogon vulgaris). Porém, ndo se confirma pelo isolado UFSC-Cg02
(Cenococcum geophilum) que, apesar de apresentar um valor de produgdo de
matéria seca semelhante ao obtido pelo UFSC-Rh106 (Tabela 3.3), ndo
apresentou valores semelhantes de solubilizagcdo (Anexo 7). Essa diferenca de
comportamento de solubilizagdo pelos fECM, em relacdo aos MSF, abre a
perspectiva de que os mecanismos de solubilizacdo dos primeiros ndo
dependam da quantidade da substéncia solubilizadora envolvida, mas de sua
afinidade pelo fosfato de cdicio. NGdo se descarta a hipdtese de que a
solubilizagc@o de fosfato apresentada por esse isolados tenha sido devida &
producdo de compostos fendlicos, que podem ter atuado como guelantes ou
complexantes (WATTEAU & BERTHELIN, 1990; KOIDE, SUOMI, BERGHAGE, 1998), que
apresentam alta afinidade pelo Ca, liberando o fosfato. HASELWANDTER &
WINKELMANN (2002) observaram que Cenococcum geophilum, cultivado em
meio com baixa concentragcdo de Fe, produz ferricrocina, um sideréforo. Outra
possibilidade € o consumo do cdlcio na nutricdo microbiana, que liberaria o
fésforo da fonte utilizada (SILVA FILHO & VIDOR, 2001).

Apesar de os isolados de Rhizopogon (UFSC-Rh106 e UFSC-Rh90) terem
apresentado os maiores valores de P solubilizado no meio de cultura, também
ndo fica clara uma diferenga entre géneros, jG que entre as duas espécies deste
género houve uma superioridade do R. vulgaris (UFSC-Rh106). Assim, a
capacidade e o potencial de solubilizagdo de fosfatos parecem ser regulados

genetficamente e expressos em situagcdes nutricionais € ambientais especificas
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(NAHAS & ASSIS, 1992a; SILVA FILHO & VIDOR, 2001). Isso se torna claro pelo fato
de que muitos microrganismos do solo perdem a capacidade de solubilizacdo
de fosfatos quando mantidos em meios de cultura, ou na presenca de altas
concenfracdes de fosforo solUvel (CHHONKAR & SUBBA-RAO, 1967, LAPEYRIE,
RANGER, VAIRELLES, 1991). Portanto, os resultados controversos entre os diferentes
autores podem ainda ser um reflexo das diferentes condicdes em que os
microrganismos foram isolados, mantidos e testados, ou simplesmente dos
diferentes isolados estudados em cada caso.

A observacdo da capacidade de solubilizacdo de fosfatos pelos fECM é
relativamente recente (LEYVAL & BERTHELIN, 1986; LAPEYRIE, RANGER, VAIRELLES,
1991) quando comparada aos relatos envolvendo microrganismos de vida livre.
Embora o incremento na concentragdo de P nas plantas colonizadas por fECM
seja relacionada, na maioria dos estudos, ao aumento da superficie de absorgdo
das raizes, proporcionado pelo crescimento das hifas no solo (PETERSON,PICHE,
PLENCHETTE, 1984; SMITH & READ, 1997), inUmeros autores vém destacando uma
importante a¢do de fECM na biodegradacdo e solubilizagcdo de diversos
minerais (AROCENA & GLOWA, 2000; BREEMEN, LUNDSTROM, JONGMANS, 2000;
BREEMEN et al., 2000; WALLANDER, 2000; LANDEWEERT et al., 2001). Os resultados
deste estudo, onde os dois fECM (UFSC-Rh90 e UFSC-Rh106) apresentaram valores
de solubilizagdo superiores aos obtidos pela maioria dos MSF, vém corroborar as
observacdes de estudos anteriores. Assim, muito mais do que favorecer a
absor¢cdo de P, os fECM podem apresentar grande potencial de solubilizacdo de
fosfatos.

A auséncia de correlacdo entre o pH e a quantidade de P solubilizado
pelos isolados em cultura pura, demonstra que o aumento da concentragcdo de
H* no meio ndo foi o Unico mecanismo envolvido na solubilizacdo. LEYVAL &
BERTHELIN (1989) e GOMES, OLIVEIRA, SILVA FILHO (1992), estudando a
solubilizac&o de fosfatos por fECM, também ndo encontraram essa correlagdo.
Alguns autores sugerem que a quantidade de dcidos orgdnicos ndo € o principal
fator envolvido no processo de solubilizacdo (ILLMER & SCHINNER, 1992; NAUTIYAL

et al., 2000). Em alguns casos, a natureza do dcido € mais importante do que a
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quantidade (AGNIHOTRI, 1970). Isso acontece justamente porque alguns &cidos
orgdnicos podem agir como quelantes ou complexantes.

ILLMER & SCHINNER (1992), apds detectar apenas trés acidos organicos
produzidos por bactérias solubilizadoras de fosfatos, sugeriram que a acidificacao
do meio pode se dar também através da liberagcdo de prétons H do citoplasma
para a superficie externa da membrana plasmdatica, em mecanismos de troca
de cdtions, especialmente a partir da assimilagcdo de NHs*. Entretanto, como
neste tfrabalho ndo houve correlagcdo entre a solubilizagcdo e a diminuicdo do pH
do meio, outros mecanismos de disponibilizagcdo do fosforo devem estar
envolvidos. Entre as inUmeras possibilidades, as mais provaveis sdo a producdo de
compostos quelantes e complexantes e o consumo de Ca pelo microrganismo.

Quanto ao Ca, SILVA FILHO & VIDOR (2001) observaram que baixas
concentragdes inibbem o crescimento de MSF, especialmente dos isolados que
normamente apresentam crescimento intenso, como os fungos do género
Aspergillus. I1sso acontece porque esse elemento € essencial & atividade
enzimatica e & estrutura das membranas (GRIFFIN, 1994). Por outro lado, o baixo
suprimento de Ca estimulou a solubilizagcdo de fosfatos, inclusive pelo isolado
MSF-310A. Os autores sugerem que em baixos teores desse nutriente, seu
consumo microbiano pode resultar na dissolugcdo do fosfato de Ca. Assim, neste
estudo, o consumo de Ca pode ter sido um dos principais mecanismos de
disponibilizagdo de P, especialmente pelo isolado MSF-310A.

Outra possibilidade, para todos os isolados testados, € a producdo de
fosfatases que, mesmo a um custo energético elevado, podem ter atuado sobre
o fésforo orgdnico existente no extrato de levedura, um dos principais
componentes do meio GEL. NAHAS & ASSIS (1992b) observaram que Aspergillus
niger, cultivado em meio sem adicdo de fosfato inorgdanico, sintetizava fosfatase
dcida. No entanto, a adi¢cdo de fosfato inorganico na sua forma insolUvel
reprimia a enzima devido a solubilizagcdo da apatita, enquanto a adicdo de
fosfato solUvel inibia a solubilizagcdo. Assim, como neste estudo o fosfato insolUvel
foi adicionado, trata-se de uma hipdtese pouco provavel.

O maior potencial de solubilizacdo obtido pelos isolados de MSF e fECM

em cultura pura nem sempre estabelece respostas semelhantes nos cultivos
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simult@neos. Isolados como o UFSC-Rh106 e o MSF-310A, com alto potencial de
solubilizagdo quando cultivados isoladamente (Figura 3.5), apresentaram valores
menores de P nas interagdes (Figuras 3.6 € 3.7). Isso acontece porque esse
potencial pode ter sido ocultado pela presenga do outro isolado ou, em alguns
casos, até inibido, como pode-se perceber no cultivo conjunto desses dois
isolados.

O efeito sinérgico na interagdo UFSC-Cg02 + MSF-262, onde a quantidade
de fésforo solubilizado conjuntamente foi superior & soma obtida pelos isolados
em cultura pura (Anexo 7), pode ter sido proporcionado pela producdo de
subst@ncias promotoras que favoreceram a solubilizagdo simulténea ou de sinais
moleculares especificos (GOLDSTEIN, BRAVERMAN, OSORIO, 1999), que regulam e
estimulam a solubilizagdo (NAHAS & ASSIS, 1992a). Neste caso, a interagcdo entre
os dois isolados tem relagdo com os dados obtidos sobre o crescimento em meio
sélido (vide item 3.3.1).

As interagcdes UFSC-Rh90 + MSF-177, UFSC-Sul55 + MSF-177, mesmo sem
efeito sinérgico claro, também apresentaram um comportamento aditivo na
solubilizacdo de fosfatos. Porém, sdo isolados que, no teste de crescimento
conjunto em meio sdlido, haviam inibido ou sido inibidos em diversas interacdes.
Assim, € provdvel que o estresse nutricional ocorrido pela competicdo por
nutrientes, nesses casos, tenha atuado como um sistema de estimulo &
solubilizagdo, justamente para compensar essa deficiéncia.

Inferéncias na comparagdo entre dados de diferentes par@metros abrem
outras possibilidades de andlise sobre o estabelecimento de interagdes entre os
isolados testados. A diminuigo da porcentagem de P e da quantidade
absorvida na matéria seca dos cullivos simultdneos, por exemplo, quando
comparados aos valores obtidos pelas culturas puras dos fECM, ndo sdo,
necessariamente, aspectos negativos. Apesar de as interagdes UFSC-Cg02 +
MSF-310A e UFSC-Cg02 + MSF-262 apresentarem menores valores de
porcentagem e quantidade de P na matéria seca, houve grande solubilizagdo
de P no meio liquido que, se repetido em experimentos a campo, pode ser uma

vantagem consideravel as plantas inoculadas.
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O estudo das possiveis interagcdes entre microrganismos do solo é
extremamente complexo e dindmico. Quando se relacionam os efeitos da
inoculac@o conjunta sobre o crescimento dos isolados e a solubilizacdo, a
definicdo de uma interacdo positiva ou negativa parte de critérios subjetivos, pois
depende dos par@metros avdliados. Uma interagdo fECM-MSF considerada
negativa para o crescimento dos isolados, pode ser positiva para o par@metro de
solubilizac@o. Neste caso, estudos complementares sdo necessdrios para o

esclarecimento dos mecanismos envolvidos.

3.4 - CONCLUSOES

1. N&o had interagdes sinérgicas sobre o crescimento dos isolados em meio de
cultura;

2. Os principagis mecanismos de antagonismo nas interagdes MSF-fECM sdo a
competicdo e a antibiose;

3. Todos os MSF e fECM apresentam capacidade e potencial de solubilizagcdo
de fosfato, em cultura puraq;

4. NGo hd correlagdo enire os valores de fésforo solubilizado e o pH, o que
sugere que a acidificagdo ndo € o Unico mecanismo envolvido na
solubilizagdo do fosfato de cdlcio;

5. Ndo hd relagdo entre a solubilizag@o de fosfato e os géneros de
microrganismos;

6. O isolado MSF-262 (Penicillium sp.) apresentou os melhores resultados de
crescimento e solubiliza¢c&o em meio de cultura, nas interacdes com fECM;

7. O isolado UFSC-Cg02 (Cenococcum geophilum) € o melhor adaptado ao
crescimento e & solubilizagcdo em meio de cultura, nas interacdes com MSF;

8. A interagdo USFC-Cg02 + MSF-262 apresenta efeito sinérgico sobre a
solubilizac&o de fosfato em meio de cultura;

9. Para o cultivo simulténeo e solubilizagcdo de fosfato, sdo consideradas

adeqguadas as combinagdes entre os isolados UFSC-Cg02 + MSF-262, UFSC-
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Cg02 + MSF-239, UFSC-Cg02 + MSF-310A, UFSC-Rh90 + MSF-177, UFSC-Sul55 +
MSF-177 e UFSC-Sul155 + MSF-310A.



CAPITULO 4

INOCULAGAO SIMULTANEA DE MICRORGANISMOS SOLUBILIZADORES DE FOSFATOS
E FUNGOS ECTOMICORRIZICOS EM MUDAS DE Pinus taeda L.

4.1 - INTRODUGAO

O estudo de processos biotecnoldgicos, economicamente vidveis, que
incrementem a produtividade e a lucratividade das florestas de pinus, pode
contribuir para a preservagcdo das dreas com espécies nativas e evitar o avanco
em dreas proprias para o cultivo de alimentos. A inoculagdo de fungos
ectomicorrizicos (fECM) e de microrganismos solubilizadores de fosfatos (MSF)
pode estimular o crescimento das plantas, ndo apenas pela disponibilizacdo do
fosforo, mas também pela maior absor¢cdio deste elemento nas associacdes
ectomicorrizicas.

A interagdo dos fECM com outros microrganismos do solo pode ser
benéfica, favorecendo o estabelecimento da associacdo ectomicorrizica
(DUPONNOIS & GARBAYE,1990; GARBAYE,1991). A associagdo entre o0s
mecanismos de disponibilizacdo de fésforo no solo, proporcionados pelos MSF, &
otimizagdo da absor¢cdo, proporcionada pelos fECM, pode contribuir de forma
decisiva no suprimento deste elemento para as plantas. No entanto, a maioria
dos estudos envolvendo microrganismos auxiliares da micorrizacdo se limitam das
interagdes entre fECM e bactérias isoladas da micorrizosfera. SGo escassos os
estudos de inoculagdo conjunta de MSF e fECM em esséncias florestais (LEYVAL &
BERTHELIN, 1988; 1989). Pouco se sabe sobre a existéncia de relacdes entre
estudos em meio de cultura com os estudos envolvendo plantas.

Sendo assim, os objetivos deste estudo foram avaliar o efeito da interacdo
entre isolados de MSF e fECM sobre o crescimento e absorcdo de fdsforo de

mudas de Pinus faeda L., em condi¢cdes de casa-de-vegetacdo, e avaliar a
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existéncia de correlagdes com os dados de crescimento e solubilizacdo de

fosfatos obtidos em experimento anterior, em meio de cultura.

4.2 - MATERIAL E METODOS

4.2.1 - Microrganismos e producdo do inéculo

Foram avaliados neste estudo os mesmos fECM e MSF testados na
interagcdo em meio de cultura (vide Capitulo 3).

Para a produgdo do indculo, cada isolado de MSF foi cultivado por 5 dias
a 25 £ 1°C em 50 mL do meio GEL, em cinco frascos Erlenmeyer (250 mlL),
previamente esterilizados (Figura 4.1). Em cada frasco foram adicionados 3 mL
de suspensdo celular obtida pela lavagem de culturas em meio sélido (vide
Capitulo 2).

Passado esse periodo, as culturas dos fungos foram filtradas, adicionadas a
um frasco Erlenmeyer (500 mL) contendo 400 mL de dgua destilada esterilizada e
submetidas a frituragdo (5 min - 24.000 rpm). As bactérias foram separadas do
meio liquido por centrifugacdo (5 min - 2.200 g) e ressuspendidas em 400 mL de
dgua destilada esterilizada. Nos dois casos, a quantidade de propdagulos de
MSF por volume de indculo foi quantificada pela técnica das diluicdes sucessivas
e contagem de colénias em placas de Petri, apds 72 h de incubacdo em meio
GEL a 25 + 1°C. Durante o periodo necessdrio a incubacdo para o procedimento
de contagem, o indculo foi mantido sob refrigeracdo. Apds esse periodo, nova
dilvicdo e contagem foi redlizada para determinar a taxa de viabiidade. O
aspecto das culturas de MSF e o inéculo pronto podem ser observadas na Figura
4.2.

O indéculo dos fECM foi produzido adaptando-se a metodologia descrita
para os fungos MSF. Cada isolado foi cultivado em 50 mL de meio MNM, em
cinco frascos Erlenmeyer (250 mL), previamente esterilizado. Em cada frasco

foram adicionados 3 discos de micélio (7 mm de diGmetro) obtidos de cultura de
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30 dias em meio MNM e avaliados previamente quanto a viabilidade e auséncia
de contaminagdes. Apds incubacdo a 25 + 1°C por 20 dias, as cinco culturas
foram adicionadas a 400 mL de meio agar/dgua semi-sdlido (0,3% de agar) e
submetidas & trituracdo por 5 s em liquidificador esterilizado. Devido as
caracteristicas de crescimento dos fECM, ndo foram realizados procedimentos
de padronizagdo do indculo. Assim, optou-se por determinar a massa de matéria

seca por volume de inéculo.

Cultura pura do MSF ‘

5 tubos com 4 mL de meio GEL inclinado

—
Baldo com
400 mL de dgua
4 N destilada
{ \ esterilizada
3 mL de suspensto celular (Ggua destilada -
esterilizada seguida de agitacdo manual) Micélio sem meio

. S R

Iﬂ!
. [ | [ ] | ] :
.‘I ‘- s [ .-I h

Ultratriturac@o a 24.000 rom por 5 min

f

5 Eflenmeyer com 50 mL do meio GEL
Incubacgdo a 25°C, por 5 dias

Figura 4.1 - Produgdo de indéculo liquido concentrado de fungos

solubilizadores de fosfatos.

4.2.2 - Plantio e inoculacdo

Para o plantio, foram utilizados tubetes plasticos com capacidade de 250
mL de substrato, previamente desinfetados em hipoclorito de sédio a 2,5%. Cada
tubete recebeu 170g (240 mL) de vermiculita e substrato comercial MECPLANT®

Floresta 1 modificado (casca de pinus e vermiculita expandida - é:1, sem adicdo



Inoculagdo simult@nea em mudas Pinus faeda L. 81

de calcdrio e sem adubag¢do), na proporgdo de 2:1 (v/v). Foram adicionados 200
pug g' de N (NH4NOs), 100 pg g' de P (CaHPO4. 2H,0) e 100 pg g' de K (KCl). A
mistura, pesada e acondicionada em sacos pldsticos individuais, foi autoclavada
por 30 min a 121°C, por trés vezes consecutivas em intervalos de 24 h. Apds

auvtoclavagem, a mistura apresentou um valor de pH em agua de 5,1.

Figura 4.2 - (A): Aspecto das culturas de MSF aos 5 dias de incubagdo em meio
GEL. (B): Aspecto do indculo liquido concentrado de MSF apods

trituragcGo ou ressuspensdo.

Os MSF e os fECM foram inoculados isoladamente e combinados dois a
dois (1 MSF + 1 fECM). O volume do indculo liquido de MSF aplicado por tubete foi
equivalente a 10¢ propdgulos g de substrato. Para os fECM, foram aplicados 10
mL de indculo liquido por tubete. Os valores de matéria seca por volume de
indculo correspondem a 5 g L' para o isolado UFSC-Cg02 (Cenococcum
geophilum), 7 g L' para o UFSC-Rh90 (Rhizopogon nigrescens), 13 g L' para o
isolado UFSC-Rh106 (Rhizopogon vulgaris) e 9 g L' para o isolado UFSC-Sul55

(Suillus cothurnatus). O indculo e os nutrientes foram misturados uniformemente
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ao substrato. Como testemunha, foi utilizado tratamento ndo inoculado, que
recebeu igual volume de uma mistura de indculo esterilizado.

Dezoito dias antes do plantio, as sementes de Pinus faeda L. foram
submetidas a tratamento de quebra de dorméncia, mantendo as mesmas
Umidas sob refrigeragcdo a 8°C. Antes do plantio, as sementes foram desinfetadas
em etanol (70%) por 30 s e hipoclorito de sédio (2%) por 20 min, sendo em seguida
lavadas em dagua destilada esterilizada. Cada tubete recebeu é sementes.
Alguns tubetes precisaram ser semeados em inuUmeras ocasides, em decorréncia
da baixa taxa de germinagdo. Apds a emergéncia, foi efetuado o desbaste,
deixando-se uma planta por tubete.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, a partir do més de
janeiro de 2001, quando as temperaturas médias estavam favordveis & producdo
de mudas de P. taeda. Durante todo o periodo experimental, manteve-se um
fotoperiodo de 14 h de luz/dia. As plantas receberam dgua destilada
diariamente, mantendo-se o substrato a 80% da capacidade mdxima de
retencdo (previamente determinada), através de pesagem individual dos
tubetes.

Apbs 75 dias da semeadura, redlizou-se nova inoculagdo com fECM
(Figura 4.3), tanto nos tratamentos individuais quanto nos combinados com MSF,
visando assegurar a presenca dos fECM, que necessitam do contato com as
raizes das plantas para seu crescimento na rizosfera e posterior colonizacdo.

O delineamento adotado foi completamente casualizado, com trés

repeticdes por tratamento.
4.2.3 - Coleta e avaliacdo das plantas
Cento e cinquUenta dias apds a semeadura, as plantas inteiras foram

colhidas e avaliadas quanto ao crescimento, & absorcdo de fésforo e a&

coloniza¢cdo radicular (Figura 4.4).
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Figura 4.3 - Aspecto do inéculo e da
inoculacdo dos fECM em

Pinus faeda L.

As raizes foram separadas da parte aéreq, lavadas sob dgua corrente
para eliminacdo do substrato e, em seguidaq, divididas em duas por¢cdes. Uma
delas foi pesada, fragmentada em pedacos de aproximadamente 1 cm e
mantida sob refrigera¢do a 8°C em fracos individuais com solugdo salina {NaCl
0,85%) esterilizada, para a posterior avaliagdo da colonizagdo micorrizica e do
comprimento radicular. A outra parte foi pesada e secada a 75°C para
determinacdo da matéria secaq, levando-se em consideracdo o peso fresco das

duas porcdes de raiz.
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1 iy
i Divisd@o da raiz !

v

Secagem
| | i

Matéria seca

| Secagem Pesagem
Moagem I ]
| Pesagem Comprimento radicular
Digestdo de 0,200g i i
| Matériaseca Colonizacdo micorrizica

Determinacdo de P

Figura 4.4 - Procedimento de avaliagdo das plantas de Pinus taeda L.,

apos 150 dias de crescimento em casa-de-vegetagao.

A colonizacdo e o comprimento radicular foram determinados através de
técnica proposta por GIOVANNETTI & MOSSE (1980), modificada por BRUNDRETT
et al. (1996). Os fragmentos de raiz foram espalhados em uma placa de Petri (O
90 mm) com o fundo marcado por uma graticula com quadrados de 1,27 cm de
lado (Figura 4.5). Foram contadas as intersecdes dos segmentos radiculares sobre
essas linhas, sob microscopio estereoscopico (40 X), registrando-se a presenca ou
auséncia da colonizacdo. Por esse método, o nUmero de intersecdes é
equivalente ao comprimento radicular em centimetros. O percentual de
colonizacdo foi calculado levando-se em consideracdo o nUmero de intersecdes

colonizadas sobre o total de intersecdes observadas.
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Distribuicdo dos fragmentos de raizes em
placa de Petri marcada por graticula com
quadrados de lados iguais (1,27cm).

Avdaliagdo do comprimento radicular e da
coloniza¢cdo micorrizica sob microscopio
estereoscopico(40X).

Visudlizagcdo de todas as linhas horizontais e
verticais, contando separadamente as
intersecdes com raizes colonizadas e ndo
colonizadas.

Figura 4.5 - Avaliagdo da colonizagdo radicular pela técnica das intersegdes de

GIOVANETTI & MOSSE (1980) modificada por BRUNDRETT et al. (1995).

A parte aérea foi secada a 75°C para determinacdo da matéria seca.
Em seguidaq, foi triturada em moinho de facas de ago inoxiddvel, com peneira de
orificios de 0,5 mm de diGmetfro. Uma amostra de 0,200 g foi submetida &
digestdo em H20, e H2SO4 para determina¢cdo do teor de fosforo absorvido, por
meétodo colorimétrico e leitura de absorbdncia a 660 nm, conforme metodologia
descrita no Capitulo 3.

Todos os dados obtidos foram submetidos G andlise de vari@ncia, com
desdobramento fatorial do tipo 9 X 5. As médias dos fatores (MSF e fECM) e das
interacdes entre eles foram comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05). Andlise de

regressao foi aplicada entre os dados dos diferentes parGmetros avaliados e a
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significé@ncia do coeficiente de determinagdo verificada através da aplicagdo
do teste t (P<0,05).

4.3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando-se como fator isolado, a inoculacdo dos MSF ndo afetou a
producdo de matéria seca das mudas de Pinus taeda (Tabelas 4.1, 4.2 € 4.3).

Entretanto, considerando-se cada MSF e os fECM isoladamente, pode-se
observar que a produgdo de matéria secaq, nos trés parameiros avaliados (parte
aéreq, raiz € total), foi superior & testemunha nas plantas inoculadas com os
isolados MSF-262 (Penicillium sp.) € MSF-239 (Bacillus sp.). Um Unico caso confrdrio
foi obtido com a inoculacdo do isolado MSF-189 (Enterobacter sp.), que
proporcionou menor produgdo de matéria seca do que a obtida pela
testemunha ndo inoculada, nos trés pardmetros avaliados. RALSTON & McBRIDE
(1976) j& haviam verificado que a inoculagdo de MSF aumenta o crescimento de
mudas de Pinus resinosa adubadas com fosfato de rocha, sendo mais eficiente

do que a aplicacdo de fertilizante soluvel, sem inocuiagdo.

Tabela 4.1 - Matéria seca da parte aérea (g) de mudas de Pinus faeda L.
inoculadas com microrganismos solubilizadores de fosfatos (MSF) e

fungos ectomicorrizicos (fECM).

fECM*
Sem fECM Cg-02 Rh-90 Rh-106 Su-155 Média

Sem MSF 2,78 bD 3,91 abA 329 bdBC  2,98bdCD  348abB  329a
189  207cD 4,29 A 4,14 0A 3,61 aB 2,88 bC 3,40 a
239 3,97 aA 3,78 acA 2,33 eC 2,98 bdC 337abB  329a
177  2.53bcCD 3,68 adA 2,82 deBCD 2,28 eD 2,99 bB 2,86 a
MSF 262 4721 aA 3,40 bdB 3,56 acB 2,80 ceC 3,47abB  349a
269 260bcC 3,17 cdB 3,83 abA 1.50 D 342abB  291a
195  249bcC  4,25aA 2,84 deC 3,35 acB 3,75 aB 3,34a
251 2,78 bC 3,11 dBC 3,62 acA 3,44 abAB 3,70 oA 3,34 q
310A  254bcC 4,17 0A 3,12 cdB 2,38 deC 3,81 aA 3,20 a

Média 2,88 CD 3,75 A 3,28 BC 281 D 3,43 AB

* Médias seguidas da mesma lefra mindscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem

significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05). Médias de trés repeticdes.



Inoculacdo simultdnea em mudas Pinus taeda L.

87

Tabela 4.2 - Matéria seca da raiz (g) de mudas de Pinus taeda L. inoculadas com

microrganismos solubilizadores de fosfatos (MSF) fungos
ectomicorrizicos (fECM).
fECM*
Sem fECM Cg-02 Rh-90 Rh-106 Su-155 Média
Sem MSF 104 bBC  1.34 abA 1,17 abcAB 0,99 abC 1.33 aA 1,17 a
189 0,73 cC 1,60 aA 1,43 aA 1.16 abB 0,99 bB 1,18 a
239 1.51 aA 1,18 bcB 0.71 dD 1,00 abC 1,12abBC 1,10
177 0,88 bcB  1.23 bcA 1,00 bcB 0.58 cC 0,99 bB 0.95 a
MSF 262 1,38 aA 1,10 bcdBC 1,21 abAB 0,99 abC 1.14abBC 1,16 a
249 0,98 bcB 1,02 cdB 1,37 aA 0,62 cC 1,23abA  104a
195 0,84 bcC 1,33 abA 1,00 bcBC 1,22 A 1,16abAB 1,11 a
251 0,87 bcB  0,85dB 1,16 abcA 1,24 aA 1,23abA 1,07 a
310A 0,81 bcB 1,28 bcA 0,93 cdB 0,92 bB 1,39 aA 1,06 a
Média 1,00 BC 1,22 A 1,11 ABC 097 C 1,17 AB

* Médias seguidas da mesma letra minUscula na coluna e maibscula na linha ndo diferem

significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05). Médias de trés repeticoes.

Tabela 4.3 - Matéria seca total (g) de mudas de Pinus taeda L. inoculadas com

microrganismos solubilizadores de fosfatos (MSF) fungos
ectomicorrizicos (fECM).
fECM*
Sem fECM Cg-02 Rh-90 Rh-106 Su-155 Média
Sem MSF_ 3,81 bD 5,25 acA 4,46 bdBC 3,97 acCD 4,81 abAB 4,46 a
189 2,80 cD 5.89 aA 5.57 aA 4,77 aB 3.87 cC 4,58 a
239 5,48 aA 4,96 bdAB 3,04 eD 3.97 acC 4,49 acBC 4,39 a
177 3,40 bC 4,97 bdA 383deBC 2,86 deD 402bcB 381 a
MSF 262 5,59 aA 4,49 ceB 4,77 acB 3,79 bcC 46lacB  465a
269 3,59 bC 4,19 deB 5,19 abA 2,13 eD 4,65acAB  3,95a
195 3,33 bC 5,58 abA 3,85 deC 4,57 abB 4,91 aB 4,45 a
251 3,65 bB 3.96 eB 4,78 acA 4,68 aA 4,93 aA 4,40 @
310A  3,35bC 5,45 abA 4,05 cdB 3,30 cdC 519 aA 4,27 a
Média  3.89 CD 497 A 4,39 BC 3.78 D 4,61 AB

* Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e mailUscula na linha ndo diferem

significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05). Médias de trés repetigdes.
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Nas interagdes com fECM, alguns resultados de producdo de matéria seca
foram inferiores aos obtidos pelas plantas que receberam inoculag¢do individual
de MSF (Figura 4.6). No entanto, a interagdo UFSC-Rh90 + MSF-189 proporcionou
aumentos na produ¢do de matéria seca da parte aérea e total, quando
comparada aos dois isolados inoculados individualmente (Tabelas 4.1 e 4.3).
Neste caso, ficou claro o efeito benéfico da interag&o dos microrganismos que,
conjuntamente, sdo capazes de superar a menor eficiéncia individual para
promover o crescimento de P. taeda.

Entre os fECM, o isolado UFSC-Cg02 (Cenococcum geophilum), quando
inoculado individualmente e na média das interacdes com os MSF, proporcionou
maior producdo de matéria seca nos trés pardmetros avaliados, em relagcdo &
testemunha ndo inoculada e aos tratamentos individuais com MSF (Figura 4.7). As
plantas inoculadas com o isolado UFSC-Suls5 (Suillus cothurnatus) também
apresentaram média superior & dos tratamentos com MSF na matéria seca da
parte aérea e total (Tabelas 4.1 e 4.3), mas sem diferenca na matéria seca da raiz
(Tabela 4.2). Quando inoculado individualmente, este fECM proporcionou
resultados superiores aos obtidos pela testemunha, nos trés par@metros. Na
media, a producdo de matéria seca das plantas inoculadas com os isolados
UFSC-Rh90 (Rhizopogon nigrescens) e UFSC-Rh106 (Rhizopogon vulgaris) ndo
diferiu da obtida pela inoculacdo dos solubilizadores.

Os Unicos casos de aumento na producdo de matéria seca da parte
aérea proporcionados pelas interagcdes, em relacdo aos valores obtidos pela
inoculacdo individual, foram obtidos com a inoculagdo dos isolados UFSC-Rh90 +
MSF-189 e UFSC-Rh106 + MSF-189 (Figura 4.8). Embora algumas interagdes tenham
proporcionado ganhos de matéria seca, os resultados ndo foram considerados
sinérgicos. Alguns resultados negativos das interacdes sobre a producdo de
matéria seca se repetiram nos frés par@metros avaliados (Figura 4.9). As
inoculagdes simultdneas dos isolados UFSC-Cg02 + MSF-269, UFSC-Cg02 + MSF-
251, UFSC-Rh90 + MSF-239, UFSC-Rh106 + MSF-177 e UFSC-Rh106 + MSF-269, por
exemplo, proporcionaram menor producdo de matéria seca do que as plantas

inoculadas apenas com fECM (Tabelas 4.1, 4.2 e 4.3).
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UFSC-Rh106
+ MSF-262

UFSC-S0155 ||  MSF-262
+ MSF-262

Figura 4.6 - Aspecto das plantas de P. faeda inoculadas com o isolado MSF-

262 (Penicillium sp.) individualmente e simultaneamente com fECM.

Os resultados de comprimento radicular (Tabela 4.4), quando avaliados
nas médias dos fatores, se assemelham aos obfidos para a produgcdo de matéria
seca. A inoculagcdo dos MSF ndo apresentou resultados significativos. Entre os
fECM, a inoculagdo dos isolados UFSC-Cg02 e UFSC-Suls5 proporcionou
comprimento radicular superior ao obtido com a inoculacdo dos MSF. Quando
avdliados individualmente, a inoculac@o dos isolados MSF-189, MSF-177 e MSF-269
proporcionou valores de comprimento radicular inferiores ao obtido pela
testemunha ndo inoculada. Entre os fECM, houve aumento do comprimento
radicular com a inoculag@o do UFSC-Su155 e diminuicdo com o UFSC-Rh106. Nas
interacdes, houve efeito sinérgico nas combinacdes entre os isolados UFSC-Cg02
+ MSF-195 e UFSC-Rh?0 + MSF-189. O maior valor de comprimento radicular foi

obtido pelas plantas inoculadas simultaneamente com os isolados UFSC-Sul55 +
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MSF-310A. No entanto, a maioria das inferagdes envolvendo o isolado UFSC-

Su155 mostrou-se negativa com relacdo a este paréGmetro de crescimento.

+ MSF-195

Figura 4.7 - Aspecto das plantas de P. taeda inoculadas com o isolado UFSC-Cg02

(Cenococcum geophilum) individualmente e simultaneamente com MSF.
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UFSC-Rh90
+ MSF-189

UFSCRh106
+ MSF-189

Figura 4.8 - InteracGes entre MSF e fECM com respostas positivas a inoculagGo

conjunta sobre o crescimento das plantas de P. taeda L.

UFSC-Rh90
+ M5F-23%

Figura 4.9 - Interagdes entre MSF e fECM com respostas negativas a inoculagdo

conjunta sobre o crescimento das plantas de P. taeda L.
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Tabela 4.4 - Comprimento radicular (m) de mudas de Pinus faeda L. inoculadas
com microrganismos solubilizadores de fosfatos (MSF) e fungos

ectomicorrizicos (fECM).

fECM*

Sem fECM Cg-02 Rh-90 Rh-106 Su-155 Média
Sem MSF 4050BC 481 bcAB 3,78 bC 272 abcD 5,47 bA 4,16 a
189 233cdC 566 DbA 6,41 aA 3,38 abB 2,22 eC 4,00 a
239  3464abB 4,50 bcA 2,20 cC 2,97 abBC 2,33 eC 3,13 a
177 1,94 dC 5,12 bA 3,69 bB 1,57 cC 3,07 deB  3,08aq
MSF 262 3,20 adBC 4,41 bcA 4,47 bA 3,00 abC 389 cdAB  3.79a
269 2,66 bcdC 3,52 cdB 4,49 bA 2,21 bcC 2,60 eC 3,10 a
195 2,83 abcdB 7,89 aA 3,64 bB 3,58 aB 334deB  428a
251 3,33 acBC  3,01dC 3,41 bBC 3.86 aB 494bcA 371a
310A  310adC 4,60 bcB 2,20 cD 2,72 abcCD 8,17 oA 4,16 a

Média 3,01 CD 4,85 A 3,81 BC 2,89 D 4,00 B

* Médias seguidas da mesma letra minUscula na coluna e maildscula na linha ndo diferem

significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05). Médias de trés repeti¢cdes.

Houve correlacdo significativa entre a produg@o de matéria seca total e o
comprimento radicular dos fECM [R2=0,9945). A matéria seca das plantas
inoculadas com fECM foi maior com o aumento do comprimento radicular
(Figura 4.10). Esse comportamento & bastante discutido entre os fECM, pois um
dos principais beneficios das associagdes micorrizicas € o aumento da superficie
e da drea de absor¢cdo das raizes, provocada por uma série de dlteragdes
morfoldgicas e fisioldgicas durante o processo de colonizagdo (SMITH & READ,
1997). Assim, € natural que ndo exista a mesma correlagdo para os MSF que,
isoladamente, ndo estabelecem alteracdes morfolégicas evidentes nas raizes,
atuando mais diretamente sobre os fosfatos existentes ou adicionados no solo,
mas especiaimente na rizosfera.

A colonizacdo micorrizica (Tabela 4.5) foi baixa em todos os tratamentos,
atingindo o valor maximo de 3,7% na interacdo entre os isolados UFSC-Rh90 +
MSF-262. O isolado UFSC-Cg02 (Cenococcum geophilum) ndo apresentou
colonizac@o detectdvel. Os isolados UFSC-Rh106 (Rhizopogon vulgaris) e UFSC-

Sul155 (Suillus cothurnatus) apresentaram a média de 1% de colonizagdo.
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Tabela 4.5 - Coloniza¢do micorrizica (%) de mudas de Pinus taeda L. inoculadas
com microrganismos solubilizadores de fosfatos (MSF) e fungos

ectomicorrizicos (fECM).

fECM*
Sem fECM Cg-02 Rh-90 Rh-104 Su-155 Média
Sem MSF - 0,0 aB 0,0cB 0.8 abA 0,8 bcA 0,4 ab
189 - 0,0 aB 0,2 cB 1,2 aA 0,0 cB 0,3 ab
239 - 0,0 aA 00cA 0,3 abA 0,0cA 0.1b
177 ~ 0,0 aC 1,5 bB 0,0 bC 2,3 aA 0,2 ab
MSF 262 - 0,0 aB 3,7 aA 0,0 bB 2,1 aB 1,50
269 - 0.0 aC 0,0 cB 0,0 bC 1,2 bA 0.3 ab
195 - 0.0 aB 00cB 0,0 bB 1,0 bA 0.3 ab
251 - 0,0 aA 0,0 cA 0.0 bA 0,5 bcA 01b
310A - 0,0 aC 3.3 aA 0.5 abBC 1,1 bB 1.2 a
Média - 00B 1.0 A 0.3 B 1,0A

* Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem

significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05). Médias de trés repeticdes.

O baixo percentual de coloniza¢do micorrizica ndo pode ser justificado
por efeitos antagdnicos entre os isolados testados, & que esse comportamento
também foi observado nos tratamentos com inoculac@o individual dos fECM.
Ndo houve correlagc@o entre os valores de colonizagdo e de crescimento
conjunto dos isolados em meio de cultura (vide Capitulo 3). Nesse caso, a
dosagem de 100 ug g' de P, aplicada no substrato, parece ter sido o principal
fator de inibicdo da colonizagdo. Embora o fosfato bicdicico seja uma fonte de
fosforo de baixa solubilidade, verificou-se em ensaio preliminar que todos os
isolados testados possuem capacidade de solubilizacdo desta fonte em meio de
cultura, onde a disponibilizagdo chegou a 87,3% do total adicionado (vide
Capitulo 3). Assim, a inoculagcdo parece ter proporcionado um aumento
significativo na disponibilidade de P soluvel.

LAPEYRIE, RANGER, VAIRELLES {1991), estudando fECM com capacidade
de solubilizacdo de fosfatos, verificaram que a acdo solubilizadora, a intensidade
de colonizacdo radicular e o efeito sobre o crescimento das plantas diminuem
com o aumento do P disponivel. Entre os MSF, a maior disponibilidade de fésforo
no solo também afeta os mecanismos de solubilizacdo de fosfatos. NAHAS &

ASSIS (1992b) observaram que a solubilizagcdo de fosfatos de rocha por Aspergillus
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niger, cultivado em meio sem adi¢do de fosfato inorgdnico, era inibida com a
adicdo de fosfato soluvel. GONZALES-EGUIARTE & BAREA (1975) verificaram que
os efeitos da solubilizacdo por via microbiana sobre o crescimento do tomateiro
foram maiores em baixas concentragcdes de P adicionado ao solo. Os autores
sugerem que os MSF tém a atividade solubilizadora inibida na presengca de P
soluvel. NAHAS, CENTURION, ASSIS (1994) observaram que o aumento da
disponibilidade de P inibe a liberacdo dos dacidos orgdnicos responsdveis pela
solubilizac&o do P inorgéinico, bem como a acdo das fosfatases, responsaveis
pela mineralizagdo do P orgé&nico do solo.

Apesar da baixa colonizagcdo micomizica, inUmeras alteracdes
morfolégicas puderam ser observadas nas raizes das plantas inoculadas com
fECM. As raizes das plantas inoculadas isoladamente com o fungo
ectomicormizico UFSC-Cg02, ou em algumas interagdes deste isolado com MSF,
apresentaram grande numero de estruturas dicotdémicas e ramificagdes laterais
(Figura 4.11), ndo percebidas nos outros tratamentos, o que leva a crer que a
atividade micorrizica ndo foi totalmente inibida. Essa caracteristica pode ter sido
estimulada por fatores de crescimento produzidos pelos isolados, como
hormdnios vegetais, que atuam nos processos de diferenciagdo celular que
antecedem a colonizag&o daraiz (GAY et al., 1994; BARKER & TAGU, 2000).

Figura 4.11 - Aspecto das raizes de Pinus taeda L. (A) Planta inoculada com os
isolados UFSC-Cg02 + MSF-195. (B) Planta nGo inoculada. Aumento
de 40X.
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Outro aspecto que demonstra claramente a atuagdo dos microrganismos
sobre o fosfato adicionado é a absorcdo de fosforo pela parte aérea das plantas
de P. taeda. InUmeros efeitos podem ser observados nos dados de %P (Tabela
4.6) e de P total (Tabela 4.7).

Todos os MSF, quando inoculados individualmente, proporcionaram maior
absorcdo de foésforo, tanto na porcentagem quanio na quantidade total
absorvida. Na %P, a inoculacdo dos isolados MSF-195 e MSF-310A (Aspergillus
spp.) proporcionou incrementos superiores a 80% sobre o valor obtido pelas
plantas ndo inoculadas, confiimando os resultados obtidos na solubilizagcdo em
meio liquido {vide Capitulo 3). Entretanto, na quantidade total de P na parte
aérea, o maior incremento foi obtido pela inocula¢c@o isolada do MSF-262
(Penicillium sp.), que apresentou um valor 139,58% maior do que o obtido pelas
plantas ndo inoculadas. Esse resultado refor¢a a hipdtese de SILVA FILHO &
VIDOR (2001), de que na avadliagdo do potencial de solubilizagdo, em meio de
cultura, deve-se levar em consideracdo o crescimento do microrganismo, pois
nem sempre 0s mais agressivos nesse aspecto, como o MSF-310A, sGo os que

apresentam a maior relagdo de fésforo solubilizado por unidade de biomassa.

Tabela 4.6 - Porcentagem de fésforo na parte aérea de mudas de Pinus faeda L.
inoculadas com microrganismos solubilizadores de fosfatos (MSF) e

fungos ectomicorrizicos (fECM).

fECM*
Sem fECM Cg-02 Rh-90 Rh-106 Su-155 Média
Sem MSF 0,17cD 0,17 efD 0,21 cdeC 0,23 deB 0,26 cdA 0.21 c
189 030 0A 0,16 fD 0,19 eC 0,23 deB 0,30 A 0,24 b
239  0.25bC 0,17 efD 0,27 aB 0,27 bcB 0,29 abA  0,25ab
177 0.27 bA 0,22 bcB 0,22 cdB 0.28 bA 028 acA 0,26 ab
MSF 262 0,27 bB 0,30 aA 0,24 bC 0,26 bcB 027bdB 027 a
269 0,27 bB 0.22 bcC 0,20 deD 0,33 aA 0,26 cdB 0,26 ab
195  0.31 cA 0,19 deD 0,24 bC 0,25 cdC 028acB  0,25ab
251 0,30 aA 0.24 bC 023bcCD 0,22 eD 026cdB  0.25ab
310A  0,320A 0,20 cdE 0,23 becD 0,28 bB 0.25 dC 0,26 ab
Média 028 A 0,21 B 0,22 B 0.26 A 0,27 A

* Médias seguidas da mesma letra minUscula na coluna e maiUscula na linha ndo diferem

significativamente pelo teste de Tukey a 5% (P<0,05). Médias de trés repetigdes.
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Tabela 4.7 - Quantidade total de fésforo (mg) na parte aérea de mudas de Pinus
taeda L. inoculadas com microrganismos solubilizadores de fosfatos

(MSF) e fungos ectomicorrizicos (fECM).

fECM*
Sem fECM Cg-02 Rh-90 Rh-106 Su-155 Média

Sem MSF 48 fC 6,6 dB 6,8 bcB 6,7 bB 9,2 abA 68 c
189 6.3 eB 7,0 bdB 8,2 aA 8.2 aA 8,6 DA 7.7 bc
239 9,9 bA 6,6 dC 6.1 cC 7.8 abB 9.7abA  80ac
177 6.9 deB 8.0 bcA 6.3 cB 6,4 bB 8,4 bA 7.2 bc

MSF 262 11,5 aA 10,1 aB 8,3aC 7.3 abD 94abB 9.3 a
269 70deBC  68cdC 7.7 abB 48 cD 9.0 bA 7.1 bc
195 7.4 ceB 8,0 bcB 6,6 bcC 8.3 aB 10,3 A 8.1 ac
251 8.4 cB 7.3 bdC 8,3 aB 7.7 abB 9.7abA 83 ab
310A 8,1 cdB 8.3 bB 7,0 acC 6.7 bC 9,6 abA 7.9 bc

Média 7.8B 7.6 B 7.2B 7.1 B 93 A

* Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem

significativamente pelo teste de Tukey a 5% (P<0,05). Médias de trés repeticoes.

N&o houve correlacdo significativa entre os valores de absor¢do de fésforo
e o comprimento radicular das plantas, nem entre a absor¢do de fésforo e a
producdo de matéria secq, seja para os fatores ou para as interagdes. Como em
outros resultados conflitantes, esse comportamento pode ser devido a dlta
concentracdo de P aplicada ao substrato, que pode ter minimizado a
possibilidade de uma avaliagdo mais apurada sobre os par@metros de
crescimento das mudas de Pinus taeda L.

Porém, utilizando os dados de solubilizacdo em meio de cultura (vide
Capitulo 3), fransformados em relagdo & quantidade de biomassa, observou-se
uma correlacdo positiva (R2=0,9815) entre o potencial de solubilzagdo de P no
meio de cultura por grama de micélio dos fungos solubilizadores inoculados
individualmente, com o quantidade de P absorvida pelas plantas inoculadas
com esses mesmos isolados (Figura 4.12). Essa correlacdo ndo foi observada
entre os dados de solubilizac&o em meio liquido e a producdo de matéria seca
de P. taeda L.
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Figura 4.12 - Andlise de regressdo entre as médias de P no
meio GEL cultivado com fungos
solubilizadores de tosfatos (potencial relativo
& biomassa) e de P total na parte aérea de
mudas de Pinus taeda L. inoculadas com os
mesmos isolados. *Significativo pelo teste t
(P<0,05).

As plantas inoculadas individualmente, com todos os fECM testados neste
estudo, também apresentaram aumento significativo na quantidade total de P
absorvido (Tabela 4.7), proporcionando incrementos de até 52,94% sobre o valor
obtido pelas plantas ndo inoculadas. Esse resultado confirma os dados obtidos no
ensaio de solubilizacdo em meio liquido (vide Capitulo 3), demonstrando que 0s
isolados possuem capacidade e potencial de solubitizacdo de fosfato de cdlcio.
WALLANDER, WICKMAN, JACKS (1997), utilizando a apatita como Unica fonte de
P na adubac¢cdo de mudas de Pinus sylvestris inoculadas com diferentes fECM,
observaram aumentos significativos na concentracdo de P na parte aéreq,
qguando comparadas as plantas sem adicdo de apatita ou sem inoculagdo,
caracterizando a atuacdo desses fungos como solubilizadores de fosfato. Trata-

se de um importante resultado se for considerado que os estudos sobre a
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atuacdo dos fECM na solubilizagcdo de minerais sdo relativamente recentes,
quando comparados aos estudos sobre microrganismos de vida livre. Entretanto,
ndo houve correlagcdo entre o P solubilizado no meio e o P total absorvido pelas
plantas inoculadas com fECM. Esse comportamento se explica pelo fato de que
a inoculacdo de isolados com menor potencial de solubilizagdo de fosfato,
como o UFSC-Cg02, proporcionaram uma absorcdo de P superior & obtida pelas
plantas ndo inoculadas. Isso reforca a hipdtese de que alguns fECM possam
produzir fosfatases ou, entdo, de que os mecanismos de solubilizagcdo sé sejam
acionados em situagdes ambientais especificas (NAHAS & ASSIS, 1992q).

Nos dados obtidos no ensaio de solubilizacdo em meio de cultura (vide
Capitulo 3), o isolado MSF-262 (Penicilium sp.) foi um dos mais eficientes na
solubilizacdo do fosfato bicdlcico em meio GEL. Foi também o isolado que
apresentou os melhores resultados de solubilizacdo e crescimento quando
combinado com os fECM, apresentando efeito sinérgico sobre a solubilizacdo
quando inoculado simultaneamente com o isolado UFSC-Cg02. Observa-se esta
mesma tendéncia neste estudo, onde verificou-se que a inoculagdo UFSC-Cg02
+ MSF-262 proporcionou um valor de porcentagem de P superior aos obtidos
pelas plantas inoculadas com estes isolados individualmente (Tabela 4.6). Neste
caso, ndo se descarta a possibilidade de que fatores de crescimento ou sinais
moleculares tenham sido produzidos mutuamente pelos isolados envolvidos,
estimulando os resultados positivos observados nas plantas de Pinus taeda. BAYA,
BOETHLING, RAMOS-CORMENZANA (1981) observaram que a producdo
microbiana de vitaminas pode estimular os mecanismos de solubilizacdo de
fosfatos e promover o crescimento vegetal.

Além da solubilizacdo, muitos MSF e fECM produzem subst@ncias
promotoras do crescimento. Essa caracteristica tem sido relatada como um dos
fatores que estimulam o maior rendimento das culturas inoculadas com esses
microrganismos (GONZALES-EGUIARTE & BAREA, 1975; LEINHOS & VACEK, 1994).
SLANKIS (1973) observou que raizes de Pinus sylvestris ndo inoculadas e tratadas
com auxinas desenvolveram-se de forma similar as ectomicorrizas. Esse autor
desenvolveu a “teoria hormonal”, defendendo que os horménios sdo os

principais responsdveis pelo processo de diferenciacdo celular que antecede a
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colonizagdo ectomicorrizica. Partindo deste pressuposto, aceita-se que qualquer
microrganismo produtor de horménios vegetais pode estimular a colonizagdo.
Assim, um estudo com plantas de pinus, onde a concentracdo de P no substrato
seja baixa, pode vir a confirmar essa hipdtese, uma vez que a colonizagdo
teoricamente ndo seria prejudicada por este fator.

Apesar dos problemas relacionados @ concentracdo de fésforo aplicada
no substrato, a interacdo sinérgica entre um fECM (Cenococcum geophilum) e
um fungo solubilizador de fosfatos (Penicillium sp.), agora reforcada pelos dados
de %P obftidos neste estudo, € um resultado que por si s& merece destaque.
Desde a publicacdo dos primeiros trabalhos estabelecendo a existéncia de
microrganismos auxiliares da micorrizacdo (DUPONNOIS & GARBAYE,1990;
GARBAYE,1991), a maior parte dos isolados testados e relatados pertence a
géneros de bactérias micorrizosféricas.

Enfretanto, alguns estudos j&@ demonstraram a existéncia de relacdes
positivas entre fungos de vida livre e fungos micorrizicos. PAULINO & AZCON
(1987). estudando o efeito da inoculag¢do tripla de Centrosema com rizdbio, MSF
e Glomus etunicatum, verificaram que os efeitos simbidticos da micorriza
aumentaram na presenca dos MSF. As interagdes entre FMA e fungos
solubilizadores demonstraram ser mais eficientes do que a interagdo entre FMA e
bactérias solubilizadoras. OLIVEIRA (1988), estudando as interacdes entre
microrganismos do solo no estabelecimento da simbiose ectomicorrizica em
Fagus silvatica L., observou um efeito positivo da presenca do fungo Trichoderma
sp. sobre a colonizagcdo das raizes com Hebeloma crustuliniforme e Paxillus
involutus.

Especificamente sobre Cenococcum geophilum, SHAW, DIGHTON,
SANDERS (1995), estudando as interagdes antagbnicas entre fECM e
microrganismos saprofitas do solo, observaram que o mesmo, dentre outros fECM
testados, possui grande capacidade combativa, especialmente contra os
fungos. Assim, os resultados obtidos neste estudo, como no estudo em meio de
cultura, s@o especialimente vdlidos porque se constituem numa provavel
excecdo. NGo se sabe quais os mecanismos envolvidos nessa convivéncia mutua

entre os dois fungos. Se avaliados individualmente, nenhum dos dois apresentou
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a maior capacidade de solubilizacdo entre os isolados testados de cada grupo.
Sabe-se até agora, com o andamento dos diversos estudos desenvolvidos nesta
dissertacdo, que ambos sdo fungos de baixa velocidade de crescimento em
meio de cultura, quando comparados a outros fungos, individualmente ou
simultaneamente (vide Capitulo 3).

Considerando os resultados aqui obtidos, pode-se dar seqUéncia a uma
série de estudos ecoldgicos envolvendo estes grupos de microrganismos,
especialmente entre fungos, buscando confirmar ou ndo a existéncia de outras

relacdes positivas entre eles.

4.4 - CONCLUSOES

1. Alguns MSF e fECM testados neste estudo, inoculados individualmente ou nas
interacdes, sdo capazes de promover o crescimento de mudas de Pinus
faeda L.;

2. Ainoculacdo com fECM proporciona um aumento no comprimento radicular
das plantas de P. taeda, que afeta positivamente sua producdo de matéria
seca total;

3. Sdo consideradas positivas para o crescimento e absorgdo de fésforo de
mudas de P. taeda as interagcdes entre os isolados UFSC-Cg02 + MSF-262,
UFSC-Cg02 + MSF-239, UFSC-Cg02 + MSF-310A e UFSC-Su155 + MSF-310A;

4. Os resultados positivos obtidos sobre a absorcdo de fésforo, pela inoculagdo
das plantas de P. faeda com os isolados UFSC-Cg02 (Cenococcum
geophilum) + MSF-262 (Penicillium sp.), confirmam o efeito sinérgico entre
esses isolados observado na solubilizagdo em meio de culturg;

5. A relacGo mutudlistica entre os fungos UFSC-Cg02 e MSF-262, sobre a
solubilizagdo de fosfato, chama a atencdo para a necessidade de estudos

ecoldgicos envolvendo fungos de vida livre do solo e fECM.



CAPITULO 5

PRODUGAO DE ACIDOS ORGANICOS E SUBSTANCIAS INDOLICAS POR
MICRORGANISMOS SOLUBILIZADORES DE FOSFATOS E FUNGOS ECTOMICORRIZICOS

5.1 - INTRODUGAO

O efeito da acidez sobre a solubilizac@o de fosfatos tem sido estudado
através da concenfracdo de ions H* (pH) e da concentragcdo de &cidos na
solucdo (acidez titulavel). InUmeros estudos demonstram uma correlagdo linear
entre o decréscimo do pH e o fdsforo solubilizado (ARORA & GAUR, 1979; ASEA et
al.; 1988; MIKANOVA & KUBAT, 1994a; NAHAS, CENTURION, ASSIS, 1994). BOLAN et
al. (1994) identificaram uma gama consideravel de dcidos orgénicos em solo
rizosférico e verificaram, em casa-de-vegetacdo, que a adicdo dos dcidos citrico
e oxdlico em solo cultivado com centeio e adubado com fosfato de rocha,
proporcionou aumentos na producdo de matéria seca das plantas e na
disponibilidade de fdésforo solUvel no solo. Eles concluiram que os dAcidos
orgé@nicos atuaram na solubilizacdo do fosfato. Entretanto, em outros estudos
com plantas, tem sido observado que a correlacdo entre a produgdo de
matéria seca e o foésforo absorvido nem sempre acontece.

A acidificacdo proporcionada pela liberacdo de dcidos orgdnicos por
microrganismos parece ndo ser o Unico mecanismo envolvido na solubilizagcdo
de fosfatos e na promo¢do do crescimento vegetal. AGNIHOTRI (1970} sugere
gue a natureza dos acidos orgdnicos pode ser mais importante na solubilizacdo
do que a guantidade produzida pelos MSF. Além disso, podem estar envolvidos
outros fatores de promog¢do do crescimento vegetal, como a produgdo de
vitaminas (BAYA, BOETHLING, RAMOS-CORMENZANA, 1981; SIRZELCZYK &
LENIARSKA, 1985; STRZELCZYK & ROZICKI, 1985) e de d&cido indol-3-acético, um
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horménio vegetal (GONZALES-EGUIARTE & BAREA, 1975, CHABOT , ANTOUN,
CESCAS,1993; LEINHOS & VACEK, 1994).

Diversos MSF e fECM tém sido relatados como produtores de hormdnios
vegetais (STRZELCZYK & POKOJSKA-BURDZIEJ, 1984; STRZELCZYK et al., 1997; BARKER
& TAGU, 2000) . Para os fECM, SLANKIS (1973) desenvolveu a “teoria hormonal”,
defendendo que os horménios vegetais sdo ©0s principais responsdveis pelo
processo de diferenciagdo celular que antecede a colonizagdo ectomicorrizica.
Partindo desse pressuposto, aceita-se que qualquer microrganismo produtor de
horm&nios pode estimular a colonizagcdo e promover o crescimento dos vegetais.

O conhecimento dos mecanismos de solubilizacdo de fosfatos e de
promo¢do do crescimento vegetal por agcdo dos MSF e dos fECM é de
fundamental importdncia para o estabelecimento de um programa de
inocula¢do controlada ou de manejo das populagdes destes microrganismos no
solo. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a produgdo de dcidos organicos e
subst@ncias inddlicas por isolados de MSF e fECM, em meio de cultura, a partir de

técnicas qualitativas e quantitativas.

5.2 - MATERIAL E METODOS

Foram utilizados oito isolados de MSF e quatro isolados de fECM,
pertencentes as colegdes do Laboratdrio de Microbiologia do Solo e do
Laboratério de Ectomicorrizas da UFSC, previamente testados em meio de cultura
(vide Capitulo 3). Dois ensaios consecutivos foram montados: um para a
avaliagdo da produgdo de dcidos orgdnicos e outro para a determinacdo e

quantifica¢do da producdo de Acido indol-3-acético (AlA).

5.2.1 - Producéo de dcidos oradnicos

Cada isolado foi inoculado individualmente em 100 mL de meio GEL

liquido, em frasco Erlenmeyer de 250 mL, previamente esterilizados. Os fECM



Producdo de dcidos orgdnicos e substancias inddlicas por MSF e fECM 104

foram inoculados através de dois discos de micélio (& 7 mm) obtidos de cultura
de 30 dias em meio MNM. Os MSF foram inoculados adicionando-se 5 mL de
suspens@o celular. A produgcdo dos discos e obtengdo da suspensdo celular
foram descritas no Capitulo 3. O delineamento adotado foi completamente
casualizado, com 1rés repeticdes por fratamento (microrganismo ou isolado).

Apbs 20 dias de incubacdo a 25+ 1°C, a biomassa fungica foi separada
do meio de cultura em papel de filtro. O micélio foi seco a 70°C para
determinagcdo do peso da matéria seca. A biomassa bacteriana ndo foi
determinada. O volume e o pH do meio foram medidos € uma aliquota de 10 mL
foi armazenada a 8°C para ser submetida, posteriormente, & andlise em
cromatografia liquida de alta performance (HPLC). No momento da andlise,
adicionou-se a amostra igual volume de HCI 0,1M (10 mL), centrifugando-se por
10 min a 2.200 g. Cada amostra foi filtrada em membrana com poros de 0,2 um,
sob vacuo.

Foram analisados os acidos citrico (CsHsO7), D-glicdnico [{CsH1207), oxdlico
(C2H204) e succinico (CsHeOs). A escolha desses dcidos considerou o fato de os
mesmos serem freqUentemente relatados em estudos sobre mecanismos de
solubilizagdo (SPERBER, 1958a, CUNNINGHAM & KUIACK, 1992; LEYVAL &
BERTHELIN, 1993; KIM, McDONALD, JORDAN, 1997). Os padrdes (Chem Service)
foram preparados na concentragdo de 0,001M, utillizando-se dagua ultrapura
(Sistema Milli-Q, Millipore).

A andlise em HPLC foi realizada no Laboratério de Uso Comum, do Centro
de Ciéncias Biolégicas da UFSC, seguindo a metodologia proposta por BOLAN et
al. (1994). O aparelho foi equipado com uma coluna de fase reversa Sigma-
Aldrich Nucleosil C18 - 5 um (4,6 mm x 250 mm) e acoplado a um detector
UV/VIS a 210 nm, e a um integrador Shimadzu Chromatopac C-R6A. Como fase
movel, utilizou-se uma solugcdo de H2SO4 0,013N, em dgua ultrapura, eluindo a um
fluxo constante de 0,4 mL min' a 20°C por 40 min. Uma aliquota de 20 ulL de
cada amostra foi injetada. A determina¢cdo quantitativa dos acidos foi possivel
pela comparacdo das alturas dos picos que apresentaram tempos de retencdo
semelhantes aos obtidos pelos padrdes. Toda a metodologia adotada para a

determinacdo de acidos estd resumida na Figura 5.1.
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Os cromatogramas dos padrdes mostraram tempos de retengdo de 7,58
min para o dcido glicdnico, 8,05 min para o acido oxdlico, 20,0 min para o &cido
succinico e 20,13 min para o &cido citrico (Figura 5.2). Mesmo se fratando de
reagentes P.A., comercializados com a finalidade especifica de utilizagdo como
padrdes, observou-se no cromatograma a presenga de outras moléculas, em
concentragdes muito pequenas. Os padrdes dos dacidos oxdlico e citrico
apresentaram melhor detecgdo do que o glicdnico e o succinico. Os picos com
tempos de retencdo muito proximos dificultaram a distingdo entre os dacidos

citrico e succinico, e entre os dcidos glicdnico e oxdlico.

5.2.2 - Producdo de dcido indol-3-acético

A metodologia adotada para o cultivo dos microrganismos € para a
extracdo de substéncias inddlicas foi adaptada de STRZELCZYK & POKOJSKA-
BURDZIEJ (1984), RANDI & CROIZIER (1991), SARWAR & KREMER (1995) e CATTELAN
(1999).

Cada isolado foi inoculado individualmente em 300 mL de meio GEL
liquido, em frasco Erlenmeyer de 1 L, previamente esterilizados, com 5 mM de L-
triptofano. O L-triptofano € um aminodcido precursor do dcido indol-3-acético
(AlA) e foi adicionado ao meio esterilizado, em forma de solu¢cdo previamente
filtrada em membrana com poros de 0,2um. Os fECM foram inoculados
através de trés discos de micélio (& 7 mm) obtidos de cultura de 30 dias em
meio MNM. Os MSF foram inoculados adicionando-se 10 mL de suspensdo
celular (vide Capitulo 3). O delineamento adotado foi completamente

casualizado, com trés repeticdes por fratamento.
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5mL deindculo de MSF em (ou) 2 discos de cultura de fECM
suspensao celular (@7 mm)

v v

Erlenmeyer ¢/ 100 mL
de meio GEL
(3 repeticdes)

v

Incubagao a 25°C por 20 dias

¥

Filtrar em papel filtro ——# Micélio

v v

Manter em —  Medir volume Secar e pesar

geladeira

Cultivo

Separar 10 mL Adicionar igual vol.

I de HCI 0,1M

Centrifugar
(2,200 g - 10 min)

n

Filtrar em membrana
0.2 um

Extragcao

v

HPLC Coluna C18
detector UV/VIS 210 nm

v

HPLC 20 uL da amostra
Fase movel: H:S0. 0,013 N
a 20°C, 40 min

}

Eluicdo a 0,4 mL min!

Figura 5.1 - Técnica para determinagGo de Gcidos orgénicos em meio de cultura,
por HPLC, adaptada BOLAN et al. (1994).



Producdo de dcidos orgdnicos e substéncias inddlicas por MSF e fECM 107
00 .
T ACIDO us
' GLICONICO -
s [ea]
o~ - I
LA ] Lo L
] o, [
— [ L
= L]
= = )
= = 2N
Lad O = St
— <T :\. -r."-
o “
ACIDO
* CITRICO
a
ks o
L
a ¢
_ s ACIDO
=0 - OXALICO
-~ [ax] w0
[Sa B wx} P
EE e
jreanill % I ' g ]
(a5 S N
<L b -
e A 8 T (]
b
J
| b
. |
. = ACIDO
= i =  SUCCINICO [
D (ex] a¥| o o
o & /\ S = !
T 5 8
i m | | g N

Tempo de reten¢do (min)

Figura 5.2 - Cromatogramas dos padroes de dcidos orgdanicos em HPLC

(Coluna de fase reversa Sigma-Aldrich Nucleosil C18 - 5 um (4,6

mm x 250 mm), com detecg¢Go por UV/VIS a 210 nm.
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Apds 17 dias de incubagdo a 25+ 1°C, a biomassa fungica foi separada
do meio de cultura em papel de filtro. O micélio foi secado a 70°C para
determinacdo do peso da matéria seca. A biomassa bacteriana nd&o foi
determinada. O volume de meio foi determinado e, em seguida, adicionaram-se
100 mg L' de dietilditiocarmato de sédio, como anti-oxidante. Na segiéncia,
adicionou-se o equivalente a '« do volume de solugdo tampdo fosfato 0,1 M (pH
8,0). Para preparar 1 L dessa solucdo em baldo volumétrico, foram adicionados
500 mL de KH2PO4 0,1M e 468 mL de NaOH 0,1M, completando-se o volume com
dgua destilada (MORITA, 1968).

Com o objetivo de desativar compostos fendlicos, adicionaram-se 2 g de
polivinilpirrolidona (PVP), agitando-se a amostra manualmente até a formagdo
de precipitado. Apds 10 min, o meio foi acidificado com HCL 1N até atingir pH 2,5
e filtrado em papel Whatman ne. 42. O meio acidificado foi armazenado a 8°C
para ser submetido, posteriormente, as andlises de determina¢cdo de substéncias
inddlicas. A determinagcdo seguiu trés procedimentos diferentes: TLC,
espectrofotometria e HPLC.

Para a andlise em TLC, utilizou-se a técnica descrita por RANDI (1980). Uma
aliguota de 10 ulL de cada amostra acidificada foi eluida em placa de camada
delgada (cromatofolha de aluminio Merck Silicagel 60 Fas4), utilizando-se como
eluente o sistema de solventes contendo cloroférmio, acetato de efila e acido
acético (60:40:5). Como padrdo, utilizou-se o AIA 0,001M em solugdo metandlica.
Apds eluicdo, as bandas foram visualizadas sob luz ultra-violeta a 254 nm e
posteriormente reveladas com pulverizagdo do reagente de Salkowski. Apds a
revelacdo, as cromatofolhas foram secadas a 100°C por 1h. As amostras
contendo AlA foram identificadas pela coloracdo avermelhada das bandas e
por comparacdo com as bandas da solugcdo padrdo. A avaliagdo em TLC foi
qualitativa, como estudo preliminar as determinagdes por espectrofotometria e
HPLC.

A determinacdo por espectrofotometria baseou-se na metodologia
proposta por SARWAR & KREMER (1995). Sobre uma amostra de 3 mL de meio
acidificado, foram adicionados 2 mL do reagente de Salkowski (GORDON &
WEBER, 1951 citados por CATTELAN, 1999). A preparagdo do reagente de
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Salkowski esté& descrita no Anexo 8. Para a determinagcdo da curva padrdo de
AlA, foram utilizadas concentracdes crescentes preparadas em meio GEL né&o
inoculado (testemunha), nas concentragdes de 0-0,035-0,175-0,35-0,70 e 1,4
mg L, utilizando-se 3 mL de cada dosagem e 2 mL do reagente de Salkowski. Em
seguida, as misturas foram agitadas manualmente e deixadas em repouso por 30
min. Como houve formacdo de precipitado nas amostras de meio, todas foram
centrifugadas (2.200 g - 5 min) e submetidas posteriormente & leitura de
absorbéncia a 530 nm. A curva padrdo para determinagdo de AlA por

espectrofotometria estd apresentada na Figura 5.3.
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Figura 5.3 - Curva de cdlibragdo para determinagdo de
substancias inddlicas por especirofotometria
a 530 nm.

Os dados de leitura das amostras foram corrigidos pelo fator de dilvicdo e
converfidos em equivalentes de AIA (mg L), j&@ que o reagente de Salkowski é
para substancias inddlicas em geral. Os valores foram submetidos & andlise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05).

Para as andlises de HPLC, procedeu-se & técnica de extragcdo adaptada
de STRZELCZYK & POKOJSKA-BURDIZIEJ (1984). Os procedimentos foram realizados
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no Laboratério de Antibidticos do Departamento de Microbiologia e Parasitologia
da UFSC. O volume restante do meio acidificado foi depositado em funil de
separacdo com capacidade de 500 mL. Em seguida, adicionaram-se 100 mL de
acetato de efila, agitando-se manualmente, para extracdo de substancias
inddlicas (Figura 5.4A). Apds alguns segundos de repouso, a fase orgdanica
(acetato de etila) foi separada da aquosa (meio) (Figura 5.4B). A fase aquosa foi
submetida & nova extracdo com 100 mL de acetato de etila em filtro de
separagdo e posteriormente descartada. A fase orgdnica (em torno de 200 mL)
foi depositada em baldo de fundo arredondado (Figura 5.4C) e evaporada a
vacuo, até secar, em rotavapor a 40-45°C (Figura 5.4D). Apds completa
evaporacdo, adicionaram-se 2 mL de metanol ao extrato seco, obtendo-se um
extrato concentrado em solugdo metandlica (equivalente aos 300 mL iniciais do
filtrado de cultura). Com auxilio de pipeta de Pasteur, o extrato foi transferido
para tubo Eppendorf (2,5 mL) e conservado a 8°C.

Para as determinagdes por HPLC, o extrato foi novamente filtrado em
membrana de 0,2 um. O aparelho foi equipado com uma coluna de fase reversa
Sigma-Aldrich Nucleosil C18 - 5 um (4,6 mm x 250 mm) e acoplado a um detector
UV/VIS a 220 nm. Como fase mével, utilizou-se uma solugdo de metanol 35% (pH
3), em agua ultrapura, eluindo-se a um fluxo constante de 0,8 mL min!, a 26°C.
Para a curva padrdo, foram utilizadas concentragdes de 1 - 5-10- 30 e 100 mg
L' de AIA em metanol 35%. Uma aliquota de 20 ul de cada amostra foi injetada.

O padrdo de AlA apresentou tempo de retencdo de 17,99 min (Figura 5.5).
Apesar da concentragdo indicada no rétulo (99%, Vetec), obteve-se uma média
de 87,2% de AIA. Em vista disso, as concentracdes utilizadas na curva de
calibragcdo foram corrigidas de acordo com este percentual. A curva padrdo

esta apresentada na Figura 5.6.
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Figura 5.4 - ExtragGo de substancias indélicas, por
metodologia adaptada de STRZELCZYK
& POKOJSKA-BURDZIEJ (1984).

Todas as amostras de exitrato concentrado precisaram ser diluidas para
gue pudessem ser lidas em concentragdes menores, que permitram a
separacdo das substancias e o registro dos diferentes tempos de retencdo. Isso
deve ter acontecido pelo fato de as amostras terem sido submetidas aos
procedimentos de extracdo e concentracdo. A determinacdo de AIA foi
redlizada pelo método de padronizagdo externa, comparando-se as alturas dos
picos que apresentaram tempos de retencdo semelhantes aos obtidos pelos
padrées. Os dados obtidos foram corrigidos pelo fator de diluicdo e submetidos
& andlise de vari@ncia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05).

A técnica adotada na determinagdo de AlA esta resumida na Figura 5.7.
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Figura 5.5 - Cromatograma do padrdo de 10 mg L' de dcido indol-
3-acético em HPLC (Coluna de fase reversa Sigma-
Aldrich Nucleosil C18 - 5§ um (4,6 mm x 250 mm), com
detecg¢do por UV/VIS a 220 nm.
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5.3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 - Producdo de dcidos orgdnicos

InUmeros problemas de metodologia ocorreram a partir da eluicdo, por
HPLC, da primeira amosfra de meio, correspondente a testemunha ndo
inoculada. Teoricamente livre de dcidos orgdnicos, a amostra de meio GEL
apresentou, no cromatograma, sinal extremamente alto e continuo, sobreposto
as dreas que correspondem aos tempos de retencdo dos padrdes testados,
especialmente na faixa que se estende dos 6 aos 10 min, coincidindo com os
picos dos acidos glicénico e oxdlico (Figura 5.8). Como esse comportamento
impediu a compara¢cdo entre os tempos de retencdo, a determinacdo de
dcidos orgd@nicos nas amostras foi impossivel, nas condicdes utilizadas. Mesmo
testando a detecgdo por UV/VIS em outro comprimento de onda (254 nm) e
menor atenuagdo, o problema permaneceu constante, como pode-se verificar
no cromatograma correspondente ao caldo de cultura do isolado UFSC-Rh106
(Figura 5.9).

Entretanto, inUmeras observagcdes merecem ser registradas, para que
possam ser evitadas em estudos posteriores. As andlises demonstraram que as
condicdes utilizadas ndo sdo as ideais. Nesse caso, seria interessante testar
colunas cromatogrdficas diferentes. Um outro fator de erro foi devido aos
procedimentos de cultivo dos microrganismos. BOLAN et al. (1994) utilizaram esse
procedimento para a determinacdo de dcidos em extratos de solo, sem a
utilizagcdo de um meio de cultura, o qual, neste caso, possui componentes que

interferem na andlise cromatogrdfica.
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Isso permite concluir que o meio GEL possui uma grande quantidade
de compostos orgdnicos complexos, provavelmente adicionados através do
extrato de levedura (vide composicdo no Capitulo 2). Como se sabe, trata-se de
uma fonte de carbono e, principalmente, de fatores de crescimento. Entre as
fontes de carbono produzidas pelas leveduras no processamento industrial, hé
uma quantidade considerdvel de acidos orgdnicos e aminodcidos. Assim, um
procedimento de extracdo e concentragcdo, semelhante ao utilizado na
determinagdo de substancias inddlicas, seria inUtil, j& que todos os dcidos
orgdnicos do extrato de levedura seriam extraidos em adicdo aos produzidos
pelos microrganismos.

No entanto, os estudos anteriores relatados nesta dissertacdo (vide
Capitulo 3) permitem afirmar que nos caldos de cultura existem substancias
especificas, produzidas pelos microrganismos testados, que ndo estdo presentes
na testemunha e sdo capazes de solubilizar fosfatos e proporcionar incrementos
na absor¢gdo de fosforo pelas plantas de pinus (vide Capitulo 4). Se as substancias
detectadas na testemunha fossem as mesmas que foram produzidas pelos
microrganismos testados, os resultados positivos obtidos nesses estudos ndo
seriam possiveis.

A quantificagcdo da produgdo de dcidos orgdnicos, tida como um dos
principais mecanismos de solubilizacdo de fosfatos, continua sem resolucdo para
os isolados testados. E um tema que pode ser retomado e ampliado no futuro.
Ndo estd totalmente claro que a acidificacdo seja o principal fator envolvido na
disponibilizagdo do fosforo por parte destes isolados. Para seguir a investigacdo
sobre este o assunto, torna-se necessdria a repeticdo deste experimento com a
utilizagdo de um meio mais simples como, por exemplo, o TSA (meio de

tripticaseina de soja), a 50% ou menos(3OLAN et al., 1994).
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5.3.2 - Producdo de dcido indol-3-acético

Na determinag¢do qualitativa por TLC, ficou clara a produgdo de AlA por
alguns dos isolados testados, tanto entre os fECM quanto entre os MSF (Figura
5.10). Essa observacdo € possivel pela comparacdo do posicionamento da
banda do padrdo de AIA com as bandas obtidas pela eluicdo das amostras de
caldo de cultura dos isolados (Rf 0,62 a 0,67). Pode-se verificar que entre os fECM,
trés isolados apresentaram produ¢do de substéncias inddlicas nas trés repeticdes:
UFSC-Cg02 (Cenococcum geophilum), UFSC-Rh90 (Rhizopogon nigrescens) e
UFSC-Rh106 (Rhizopogon vulgaris). O isolado UFSC-155 (Suillus cothurnatus)
apresentou produgdo visivel em apenas uma das repeticdes (Tabela 5.1).

Entre os MSF, a produ¢do de AlA foi detectada, nas trés repeticdes, nas
amostras de meio cultivadas com os isolados MSF-195, MSF-251 e MSF-310A
(Aspergillus spp.). Trés isolados apresentaram bandas equivalentes ao AIA em
apenas uma ou duas repeticdes: MSF-189 (Enterobacter sp.), MSF-262 e MSF-269
(Penicillium spp.). O Unico isolado que ndo apresentou bandas de AIA em
nenhuma repeticdo foi o MSF-239 (Bacillus sp.).

Como o volume eluido foi o mesmo em todas as amostras, verificou-se que
algumas apresentam maior concentragdo de substéncias inddlicas, o que pdde
ser percebido visualmente pela maior densidade das bandas. E o caso do fECM
UFSC-Rh106 e dos solubilizadores MSF-177, MSF-195 e MSF-251, os dois Ultimos com
bandas t&o densas quanto & apresentada pelo padrdo.

A andlise por TLC permite afirmar que os isolados UFSC-Cg02, UFSC-Rh90,
UFSC-Rh106, MSF-195, MSF-251 e MSF-310A sdo produtores de subst@ncias
inddlicas. Com relagdo aos demais isolados, que ndo apresentaram bandas
semelhantes ao padrdo em todas as repeticdes, os resultados foram
inconclusivos. Em vista disso, as amostras de todos os isolados, e n&o apenas dos
considerados positivos, foram submetidas aos procedimentos de determinacdo

quantitativa de AIA por espectrofotometria e HPLC.
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Figura 5.10 - Cromatogramas de substancias inddlicas produzidas por fECM e
MSF, obtidos por TLC.
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Alguns resultados verificados na determinagdo qualitativa por TLC
puderam ser confirmados nas andlises por espectrofotometria e HPLC (Tabela
5.1). Na espectrofotometria, os valores de equivalentes de AlA produzidos pelos
isolados variaram entre 0,03 e 4,79 mg L'. No entanto, os Unicos valores
significativos, tanto entre os MSF quanto entre os fECM, foram obtidos pelas
amostras dos isolados MSF-251 e MSF-195 (Aspergillus spp.). O mesmo
comportamento foi obtido nos resultados por HPLC, onde estes isolados
produziram 2,5 e 4,61 mg de AlIA L, respectivamente. Os dados desses dois
isolados conferem com as bandas mais densas reveladas por TLC (Figura 5.10),
demonstrando que o método, apesar de qualitativo, é extremmamente eficiente,
podendo ser utilizado, com simplicidade e rapidez, em estudos preliminares de
selecdo de microrganismos promotores do crescimento vegetal.

Nos dados de producdo especifica, que estabelecem a quantidade
produzida (mg de AlA L) por unidade de matéria seca (g), observa-se que, além
dos dois Aspergillus spp., 0s isolados UFSC-Cg02 ({Cenococcum geophilum) e
UFSC-Rh90 (Rhizopogon nigrescens) também apresentam valores
significativamente superiores aos demais isolados (Tabela 5.1).

Os valores de AIA apresentados pelos MSF neste estudo, obtidos por
espectrofotometria e HPLC, sdo semelhantes aos obtidos por outros autores.
Bactérias solubilizadoras de fosfatos estudadas por LEINHOS & VACEK (1994)
apresentaram valores de Eq. AlA entre 0,02 e 3,98 mg L. STRZELCZYK et al. (1997),
estudando a produgdo de auxinas (Eq. AlA) pelo fECM Cantharellus cibarius em
diferentes meios, obtiveram valores entre 0,05 e 1754 mg L.

No entanto, os isolados MSF-195 e MSF-251, que apresentaram os maiores
valores de produgdo de AIA neste estudo, ndo foram os que possibilitaram o
maior crescimento e absor¢do de fésforo das plantas de P. taeda no
experimento em casa-de-vegetacdo (vide Capitulo 4). Ndo houve correlagcdo
entre os dados obfidos nos dois experimentos, para nenhum dos parédmetros
avaliados na planta. Como j& se discutiu no Capitulo 4, em parte, os resultados
em casa-de-vegetacdo podem ter sido mascarados pelo aumento na
concenfragdo de fésforo solovel, uma vez que os isolados testados

demonstraram grande potencial de solubilizagcdo (vide Capitulo 3). Havendo um
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consideravel aumento na disponibilidade de nutrientes, o efeito do AlA sobre o

crescimento das plantas ndo foi evidente.

Tabela 5.1 - Produgdo de dcido indol-3-acético (AlIA) em meio GEL cultivado
com fungos ectomicorrizicos (fECM) e  microrganismos

solubilizadores de fosfatos (MSF).

Tratamento Matéria TLC Espectrofotom. HPLC Prod. Especifica
seca (g) (a, b, c) Eq. AIA (mg L) AlA (mg L") AlA(mglL'1g?)
Testemunha* - - - - 0.00b 0.02c -
UFSC-Cg02 0.26 e +++ 0.06 b 0,19 c 0,96 c
UFSC-Rh90 0,36e +++ 0.10b 0,42c 1,17 ¢
UFSC-Rh106 0,67 d +++ 0.12b 0.55c¢ 0.78d
UFSC-Su155 0,74 cd -+ - 0,03 b 0.37c 0,50 d
MSF-189 N.D. -+ - 0,06 b N.D. N.D.
MSF-239 N.D. - - - 0.03b 0.08 c N.D.
MSF-177 0,93 c +++ 006b 037 c 0.40d
MSF-262 0,90 cd -+ - 0,06 b 031c 036d
MSF-269 1,50 a - -+ 0,00 b N.D. N.D.
MSF-195 1.22b ++ + 2,17 a 2.50b 1.93b
MSF-251 1.21b +++ 4,79 a 4,61 a 3.69 a
MSF-310A 1,33 ab +++ 0.00 b 0,14c 0,10d

* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
Médias de trés repetigdes. (+): positivo na repeticdo, (-): negativo na repeticdo. N.D.: ndo
determinado.

Com relacdo aos métodos de detecgdo, pode-se observar que, de modo
geral, os isolados com pequena producdo de AIA por espectrofotometriq,
apresentam valores superiores através dos procedimentos por HPLC. Somente os
valores obtidos pelas amostras dos isolados MSF-195 e MSF-295 apresentaram
comportamento contrario. Como as amostras submetidas a técnica de HPLC
passaram pelo procedimento de extragcdo, onde se pressupde uma perda, seria
esperado que todas apresentassem valores inferiores aos obtidos por
espectrofotometria. Além disso, © método de deteccdo por espectrofotomertria,
apds a reag¢do colorimétrica proporcionada pela adicdo do reagente de
Salkowski, determina substancias inddlicas em geral, o que justificaria um valor

superior ao obtido por HPLC, especifico em relagdo ao AlA.
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¢

O método de deteccdo por espectrofotometria, nas condicdes adotadas
neste ensaio, demonstrou uma baixa sensibilidade. Por ter apresentado
problemas de precipitagcdo apds a adicdo do reagente de Salkowski, é provavel
gue uma parte do AIA tenha sido descartada apds o procedimento de
centrifugacdo. A precipitacdo pode ter ocorrido em decorréncia das
caracteristicas do meio GEL, j& que foi observada também na testemunha na@o
inoculada. Outra possibilidade é que a reagdo colorimétrica proporcionada pela
adicdo reagente de Salkowski, no meio acidificado, tenha sido minimizada na
presenca dessas subst@ncias presentes no meio de cultura. Nas andlises de TLC,
houve deteccdo de substancias inddlicas na amostra do isolado MSF-310A, ndo
detectada por espectrofotometria. Uma possibilidade para minimizar esse
problema seria uma alteragdo nos procedimentos, readlizando a leitura por
espectrofotometria das amostras em solu¢do metandlica, apds a extracdo e
concentracdo. Assim como no ensaio anterior, a utilizagcdo de um meio diluido, e
sem a adi¢cdo do extrato de levedura, pode ser uma solucdo.

A grande quantidade e concentragcdo de subst@incias desconhecidas no
meio GEL, que impediu a determinagdo de dcidos orgdnicos, também foi
observada nos cromatogramas de AIA por HPLC. Neste caso, a presenca dessas
subst@ncias sé ndo impediu a deteccdo de AlA porque apresentaram tempos de
retengcdo menores do que o apresentado pelo padrdo (Figura 5.11).

Tem sido relatado que as caracteristicas nutricionais e ambientais do meio
de cultura sdo extremamente importantes na ativacdo ou inativagdo da
produgcdo de AIA pelos isolados, principalmente quando se pretende
correlacionar os resultados neles obtidos com as situacdes existentes na noTurezo_. k
A presenga do L-triptofano, por exemplo, pode aumentar ou diminuir a produgdo‘
desse hormdnio vegetal, dependendo da espécie ou mesmo do isolado.
STRZELCZYK &POKOJSKA-BURDIZIEJ (1984) observaram que inUmeras bactérias de
vida livre no solo e micorrizosféricas, bem como o fECM Amanita muscaria, sé
apresentavam produg¢do de substancias inddlicas em meio de cultura com a
adicdo de ftriptofano. Entretanto, STRZELCZYK et al. (1997) observaram que a
sintese de auxinas pelo fECM Cantharellus cibarius (isolado 5400), nos meios MNM

e Lamb foi diminuida na presenca desse aminodcido a pH 50. No mesmo
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Figura 5.11 - Cromatograma do extrato de caldo de cultura do isolado MSF-195
(Aspergillus sp.) em HPLC (Coluna de fase reversa Sigma-Aldrich
Nucleosil C18 - 5§ um (4,6 mm x 250 mm), com detecgdo por
UV/VIS a 220 nm.
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trabalho, outro isolado (5410) da mesma espécie apresentou comportamento
contrdrio, aumentando em até 7 vezes a producdo de AIA no meio Lamb com
adi¢do do triptofano e pH 50. Com relagdo ao pH, STRZELCZYK, POKOJSKA,
KAMPERT (1992) observaram que os fECM Hebeloma crustuliniforme (isolado
5397), Cenococcum graniforme e Pisolithus tinctorius apresentaram maior
producdo de AIA no meio Lamb com pH 7,0, quando comparados & obtida em
pH 5.8 e 4,0.

As relagcdes que acarretam beneficios mUtuos para os organismos, assim
como quaisquer outras interagcdes ecoldgicas, sdo sempre complexas e dificeis
de reproduzir e avdliar sob condi¢gdes de laboratédrio. Apesar das dificuldades
encontradas, € preciso salientar que os resultados obtidos neste estudo
representam um avango na elucidagdo dos mecanismos envolvidos na

promo¢ado do crescimento vegetal proporcionada pelos isolados testados.

5.4 - CONCLUSOES

1. O meio GEL n&o é adequado para a avaliagcdo da producdo de acidos
orgdnicos por MSF e fECM;

2. Os solubilizadores MSF-195 e MSF-251 (Aspergillus spp.) e os fungos
ectomicorrizicos UFSC-Cg02 (Cenococcum geophilum) e UFSC-Rh0 (Rhizopogon

nigrescens) apresentam potencial de produgdo de AIA em meio de cultura.



CAPITULO &

CONSIDERAGOES FINAIS

Estudando diferentes grupos de microrganismos promotores do
crescimento vegetal - solubilizadores de fosfatos e fungos ectomicorrizicos -
procurou-se estabelecer novos conhecimentos que contribuam para a utilizagcdo
conjunta dos mesmos. O solo é um ecossistema diversificado, onde um grande
numero de interacdes bioldégicas ocorre ao mesmo tempo. E preciso entender
melhor algumas destas interagdes para poder tirar maior proveito, estimulando os
possiveis efeitos benéficos as plantas. _

Um detalhe que merece ser destacado, neste estudo, € a avaliagdo da
interagc&o entre dois fungos distintos, um ectomicorrizico e outro solubilizador de
fosfato de vida livre. Isso chama a atencdo porgue a maioria dos estudos
publicados utiliza a combinagdo de um fungo ectomicorrizico € uma ou mais
bactérias da rizosfera ou micorrizosfera. Os relatos de microrganismos auxiliares
da micorrizagdo referem-se especificamente ds bactérias. No entanto, nos
estudos aqui relatados, os melhores resultados na solubilizagcdo em meio liquido e
na absor¢do de fosforo pelas plantas de P. taeda foram obtidos com a
inoculagdo conjunta dos isolados UFSC-Cg02 ({Cenococcum geophilum) e MSF-
262 [Penicillium sp.). Essa interacdo veio apresentando um comportamento que
despertou interesse desde o teste de crescimento em meio sdlido, repetindo os
efeitos positivos na solubilizacdo em meio liquido e, posteriormente, na absorcdo
de fosforo pelas plantas, onde ficou claro um efeito sinérgico entre esses isolados.

Outra constata¢gdo que pdde ser observada claramente, e que constitui
um destaque positivo desta pesquisa, foi a capacidade e o potencial de
solubilizagc@o de fosfatos pelos fungos ectomicorrizicos. Dos quatro isolados
testados, trés apresentaram grande potencial de solubilizacdo do fosfato de
cdicio. Comparados aos microrganismos de vida livre, hd poucas espécies de

fungos ectomicorrizicos relatados como solubilizadores de fosfatos. Estes sempre
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tém sido destacados por sua capacidade de aumentar a absorcdo de nutrientes
e dgua, dentre outros beneficios. Porém, sdo poucos os autores que citam a
possibilidade de os mesmos promoverem o crescimento do hospedeiro pela
solubilizagcdo de fosfatos. No presente estudo, alguns fungos ectomicorrizicos,
como o UFSC-Rh106 (Rhizopogon vulgaris) apresentaram potencial de
solubilizag@o superior aos obtidos pela maioria dos microrganismos solubilizadores
de vida livre, especialmente selecionados por essa caracteristica.

A constatagdo de que alguns isolados testados apresentam capacidade
e potencial de producdo de dcido indol-3-acético, uma substéncia promotora
do crescimento vegetal, também corrobora as hipdteses levantadas em
inUmeros trabalhos do grupo de Microbiologia do Solo da UFSC. Trata-se de uma
primeira comprovagdo qualitativa e quantitativa entre os isolados existentes nas
colecdes desses laboratdrios. A partir desses resultados, inGmeros outros isolados
poderdo ser testados, utilizando os métodos aqui descritos.

Mesmo na avaliagdo mais simples, no estudo do crescimento dos isolados
em meios com diferentes composicdes, surgiram conclusdes prdticas. Ndo se
conheciam dados sobre a possibiidade de cultivo dos isolados de
microrganismos solubilizadores de fosfatos no meio MNM e dos fungos
ectomicorrizicos no meio GEL. Também era desconhecido o comportamento de
crescimento conjunto entre MSF e fECM em qualquer meio. Novas pesquisas do
grupo, envolvendo bactérias auxiliares da micorrizagdo, fazem agora uso dos
meios aqui testados, sendo que dois desses sdo novos, propostos a partir da
modifica¢cdo dos dois meios conhecidos.

Na metodologia adotada, mesmo com os problemas relacionados a
alguns procedimentos, hd o aspecto positivo de que algumas técnicas, até
entdo nunca utiizadas nos laboratérios de Microbiologia do Solo e de
Ectomicorrizas, puderam ser testadas e avaliadas. Algumas necessitam de novas
avaliagdes ou mesmo a repeticdo completa do experimento. Justamente por ter
consciéncia do papel disseminador que uma Dissertacdo deve ter, procurou-se
descrever todos essas técnicas e procedimentos de forma detalhada, sugerindo
as provaveis corre¢cdes e alteragdes, visando possibilitar a retomada e a

ampliag&o dos inimeros temas abordados.
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Os dados econdmicos sobre a produgdo de esséncias florestais no Brasil e,
especificamente, em Santa Catarina, sdo impressionantes. Por se tratar de uma
atividade ainda pouco divulgada pelos meios convencionais de comunicagdo,
foi surpreendente verificar que se trata de um setor que movimenta um montante
de recursos financeiros que, no Pais, ultrapassa o obtido pela cultura do café e,
em Santa Catarina, pelos reconhecidos setores metal-mecdanico e téxtil.

E provavel que os dados sécio-econdmicos relacionados ao setor florestal
- e principamente aos produtos advindos da industrializacdo de esséncias
exdticas como o pinus € o eucdlipto - ndo sejam melhor divulgados no Brasil em
funcdo das grandes polémicas geradas a partir da implantagdo dessas espécies.

Historicamente, sabe-se que os problemas ecoldgicos relacionados ao
setor florestal sGo inegdveis e bem mais antigos do que as plantacdes de
espécies exdticas. SGo cinco séculos de exploracdo de recursos naturais em
florestas nativas brasileiras. Sem qualquer possibilidade de reposicdo & mesma
velocidade que ocorre a destruicdo, este fato vem acarretando prejuizos
imensos a fauna e & flora do planeta.

No século 20, inUmeras florestas nativas brasileiras continuaram sendo
destruidas, muitas das quais com o objetivo de implantar florestas de pinus e
eucdalipto, com recursos financiados pelo extinto IBDF. Entretanto, a destruicdo de
florestas nGo foi um ato exclusivo do setor florestal. Ocorreu também como
resultado da expansdo das dreas agricolas convencionais, estimulada pela
chamada “revolucd@o verde". Apesar dos problemas ecoldgicos, sabe-se que
com a expans@o demogrdfica ocorida no século 20, ndo seria possivel deixar de
ampliar as areas de plantio de alimentos e, também, de esséncias florestais.

O consumo de produtos industrializados do setor florestal, como papel,
carv@do e madeira, cresceu na mesma velocidade observada na populagdo
brasileira. Partindo do pressuposto de que esses produtos eram exclusivamente
obtidos a partir de florestas nativas, pode-se afirmar que, atualmente, os
florestamentos sGo mais do que necessdrios.

Outro problema ecolégico surgiv com a instalagcdo das indUstrias de
beneficiamento da madeira e producdo de papel e celulose. Iniciamente, as

industrias florestais, assim como as de outros setores, ndo demonstraram qualquer
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preocupacdo com o meio ambiente e em muito colaboraram com a destruicdo
de ecossistemas. Essa realidade, embora qinda longe de ser resolvida na
totalidade, vem sendo dalterada nas Ultimas décadas, por imposicdo
internacional. Com o surgimento das chamadas “certificagdes”, as indUstrias
precisam rever seus procedimentos de produgdo e evitar a liberagcdo de residuos.

E estranho o fato de que, em se tratando de um setor econdmico t&o
representativo, ndo hagja maior envolvimento das empresas florestais em
parcerias com instituicdes de ensino e pesquisa no Brasil e em Santa Catarina.
Apesar do aparente desinteresse da iniciativa privada, todos ©s ensaios
desenvolvidos nesta Dissertagdo foram pensados no sentido de estabelecer
novas biotecnologias que possibilitem aumentar a produtividade de pinus, a
partir de um sistema ecologicamente sustentdvel. Partiu-se do pressuposto que,
qguanto maior a producdo por drea cultivada, menor a necessidade de
expansdo das dareas de plantio.

Os isolados testados nesta pesquisa sGo apenas uma peguena parte da
ampla colecdo de microrganismos do solo coletados e mantidos pelos
laboratdrios de Microbiologia do Solo e de Ectomicorrizas da UFSC, apds mais de
uma década de trabalho. Podem bem representar o enorme potencial genético
existente, ratificando a hipdtese de que os mesmos apresentam potencial para
promover © crescimento vegetal por diferentes mecanismos, com a
possibilidade de serem utilizados como inoculantes num futuro préximo, visando
garantir maior produtividade, menor custo de produgdo e o desenvolvimento

sustentavel das atividades agroflorestais.
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ANEXOS

Anexo 1 - Microrganismos solubilizadores de fosfatos nos meios MNM, GEL, GMM

e GMA. (Dados que originaram a Figura 2.1).

Didmetro da coldnia dos isolados (cm) *

Meio
MSF-062 MSF-221 MSF-251 MSF-293 MSF-306 MSF-310A
(48 horas) (72 horas) {72 horas) (96 horas) (24 horas) (96 horas)
MNM 0,43 c 0,73b 2,20b 0,33b 0,57 c 083c
GEL 0,83 a 1,50 a 2,63a 0,87 a 3,37 a 1.87b
GMM 0,67 ab 1,57 a 2,73a 1,03a 2,67 b 2,53 a
GMA 0,60 bc 1,27 a 280a 0,87 a 3,37 a 2,40 a

* Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P <
0,05). Médias de trés repeticdes.

Anexo 2 - Fungos ectomicorrizicos nos meios MNM, GEL, GMM e GMA. (Dados

que originaram a Figura 2.2).

Di&metro da coldnia dos isolados {cm) *

Meio
UFSC-Sc42 UFSC-Sc91 UFSC-Rh106 UFSC-Sul14 MARX 270
(22 dias) (32 dias) (18 dias) (22 dias) (23 dias)
MNM 4,75a 3,67b 7,33 a 2,650 4,20 a
GEL 4,28b 4,30 a 6,10b 3,82a 527 a
GMM 4,23 bc 4,18 ab 578b 4,13 a 625a
GMA 402 c 3,88 ab 573b 382 a 6,47 a

* Médias seguidas da mesma lefra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey (P <0.05). Médias de trés repeti¢coes.
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Anexo 3 - Preparo de 1 L da solugGo P-B (molibdato de aménio)

q)

b)

Dissolver 3,8 g de molibdato de amédnio [(NHs)¢sM07024.4H,O] em 150 mL de
dgua destilada previamente aquecida a 60°C, em copo de Becker de 200
mL;

Deixar esfriar, transferir para um baldo volumétrico de 200 mL e completar o
volume com dgua destilada;

Transferir para um frasco com capacidade de 1 L;

Em outro baldo, colocar 80 mL de dgua destilada;

Adicionar 70,7 mL de HCI concentrado (d=1,191; 37,7% e 12,31N) e agitar;
Completar o volume com agua destilada e agitar;

Transferir para o frasco de 1 L, onde ja se encontra a solugcdo de molibdato de
amdnio, e agitar;

Adicionar 600 mL de agua destilada, utilizando bal&o volumétrico de 200 mL,

e agitar bem para a perfeita homogeneizacdo.

Anexo 4 - Preparo da solugdo P-C (acido 1-amino-2-naftol-4-sulfénico)

a)

b)

Preparar um estoque de pd redutor, misturando e triturando em almofariz os
seguintes reagentes:

- 2,50 g de acido 1-amino-2-naftol-4-sulfénico,

- 5,00 g de sulfito de sédio (Na2SO3),

- 146,00 g de metabissulfito de sédio (Naz520s);
Guardar o pé redutor em vidro fosco, envolto com folha de papel aluminio
(no mdaximo por 40 dias);
Dissolver 32,0 g do pé redutor em 200 mL de dgua destilada morna (50-60°C),
em copo de Becker de 1000 mL;
Transferir para um vidro fosco escuro e deixar em repouso até cristalizar (3 a 6
dias);

Filtrar o cristalizado e guardar a solu¢do (no méximo por 3 semanas).
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Anexo 5 - Diametro da colénia (mm) dos fECM UFSC-Cg02 (Cenococcum
geophilum), UFSC-Rh90 (Rhizopogon nigrescens), UFSC-Rh104
(Rhizopogon vulgaris) e UFSC-Su155 (Suillus cothurnatus) confrontados
com MSF, nos meios GMM e GEL a 25° C.

Meio GMM* Meio GEL*
Dias apds confrontagcGo Dias apés confrontagéo
Isolado 2 4 é 2 4 3
UFSC-Cg02 11,15a 15,32 a 22,86 a 9,47 a 16,38 a 25,24 ab
X MSF-189 7.62 a 14,77 a 18,40 a 6,16 a 12,31 a 18.47 bc
X MSF-239 7.84 a 15,47 a 15,47 a 4,46 a 11,15a 11,15¢
X MSF-177 517 a 13,16 a 15,79 a 4,19 a 12,55 a 12,55 ¢
X MSF-262 7.59 a 11,25a 13,06 a 6,61 a 10,85 a 17.46 bc
X MSF-269 7.52a 15,14 ¢ 2081 a 1.96 a 796 a 18.01 bec
X MSF-195 3,81 a 577 a 13,29 a 8,70 a 15,01 a 27.64 a
X MSF-251 5,67 a 11,350 13,10 a 4,17 a 14,86 a 21,25 ab
X MSF-310A 10,53 a 19,37 a 21,22 a 4,17 a 12,50 a 18,75 bc

UFSC-Rh90 17,97 a 40,46 a 4494 a 23,46 a 43,20 a 59,26 a
X MSF-189 18,39 a 32,76 a 36,21 a 18,46 a 28,17 a 2932 c
X MSF-239 1487 a 28,12 a 3824 a 18,13 a 31,00 a 3324 c
X MSF-177 19.35a 34,10 a 42,07 a 17,75a 34,30 a 45,52 b
X MSF-262 16,25a 38,38 a 45,36 a 19,52 a 3320 a 49,08 ab
X MSF-269 14,12 a 31,81 a 40,07 a 19.42 a 38,80 a 4451 b
X MSF-195 16,96 a 36,35a 47,22 a 23,33 a 42,00 a 47,86 b
X MSF-251 16,68 a 32,21 a 42,89 a 13,95 a 30,20 a 33,10 c
X MSF-310A 18,45 a 34,59 a 42,60 a 18,28 a 34,40 a 39.07 be

UFSC-Rh106 17.94a 2926ab  4246ab 23.38a 46,95 a 75.09 a
X MSF-189 14,42 a 19.51 b 20.34 c 24,48 a 48,76 a 57.80 ab
X MSF-239 9.32a 16,96 b 23.74bc 21,350 4549 ab 58,34 ab
X MSF-177 1874 a 2812ab 36,27 ac  22,65a 41,45ab 43,38 bd
X MSF-262 10,73 a 2323ab  3042ac 21.45a 44,09 ab 58,47 ab
X MSF-269 14,30 a 28,59 ab  3525ac 17,76 a 39.55ab  50.91 bc
X MSF-195 1482 a 27,78ab 27,78 bc 20,54 a 27.68 b 29,07 d
X MSF-251 12,12 a 2331ab  2799bc 2455a 31.45ab 47,92 bd

X MSF-310A 1438 a 3525 a 47,61 a 17,03 a 30.11Tab  37.15¢cd

UFSC-Sul55 9,48a 26,47 ab  41,61ab 20,51 a 3590 a 51.28 a
X MSF-189 14,56 a 26,50ab 3246bd 13,18ac 19,61 ac 24,37 c
X MSF-239  17,35a 28,41 a 35,04 ac 882bc 2293ac 32.05bc
X MSF-177 6,84 a 1895ac 293%9cd 13.06ac 24,68ac 31.28 bc
X MSF-262 12,02 a 13,68 ¢ 16,86 e 1596ac 18,74 bc 20,26 c
X MSF-269 13,98 a 27.21 a 43,53 a 585c 14,55 ¢ 2509 ¢
X MSF-195 8,43 a 15,78 ¢ 2629 cd  11,19ac 16,78bc 24,12c
X MSF-251 14,07 a 2091ac 27.75cd  1256ac 2520ac 34,44 bc

X MSF-310A 13,86 a 17.37bc 22,54de 17,78ab 3333ab 44,45ab

*

Médias seguidas da mesma letra na coluna do mesmo isolado ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (P <0,05). Médias de trés repetigdes.
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Anexo 6 - Llargura da faixa de crescimento (mm) dos microrganismos
solubilizadores de fosfalos MSF-189 (Enterobacter sp.), MSF-239
(Bacillus sp.), MSF-177, MSF-262, MSF-269 (Penicillium spp.), MSF-195,
MSF-251 e MSF-310A (Aspergillus spp.) confrontados com fungos
ectomicorrizicos, nos meios GMM e GEL a 25° C.

Meio GMM* Meio GEL*
Dias apés confrontacdo Dias apés confrontacdo
Isolado 2 4 ) 2 4 3
MSF-189 6,00 a 7.33a 7.33a 4,00 a 6,00 a 6,33 a
X UFSC-Cg02 4,33 ab 5,67 ab 7.00 a 4,33a 5,67 ab 5,67 ac
X UFSC-Rh90 4,00b 500b 5,33 ab 4,00a 5,00 bc 5,00 bc
X UFSC-Rh106 4,33 ab 4,33b 5,67 ab 3.33a 4,33¢ 4,67 c
X UFSC-Su155 3.33b 433b 4,33b 4,33a 5,00 bc 6,00 ab
MSF-239 3.67a 4,67 a 4,67 a 4,33a 6,00 a 7.00 a
X UFSC-Cg02 3,67 a 3,67 a 3,67 a 4,67 a 5,67 ab 6,67 a
X UFSC-Rh90 2.33a 2,33 a 2,67 a 3.00b 4,00 bc 4,00b
X UFSC-Rh106 2,67 a 2,67 a 2,67 a 3.00b 3,00c 4,00b
X UFSC-Sul55 4,00a 4,67 a 4,67 a 4,00 a 5.00 ab 6,00a
MSF-177 6,33 a 14,00 a 18,00 a 6,00 a 10,67 a 14,33 ab
X UFSC-Cg02 5,67 ab 12,00 ab 15,33 ab 7.00a 11,33a 15,00 ab
X UFSC-Rh90 5,00 ab 10,00 ab 13,67 ab 3,67b 8.00b 12,00 b
X UFSC-Rh106 4,00b 8,33b 11,33b 3,33b 8,67 b 14,67 ab
X UFSC-Su155 533 ab 11,67 ab 16,33 ab 567 ab 11,00 a 16,67 a
MSF-262 6,00 a 13,00 ab 19,67 ab 6,67 a 14,00 a 19,67 a
X UFSC-Cg02 7.00a 14,00 a 21,00 a 6,00 ab 13,00 ab 19.00 ab
X UFSC-Rh90 6,00 a 13,00 ab 17,67 ab 6,00 ab 12,67 ab 19.00 ab
X UFSC-Rh106 5,67 a 10.33b 1533b 4,67 b 10,67 ab 17,00 ab
X UFSC-Suls5 6,00 a 10.33b 14,67 b 5,33 ab 10,00 b 14,33b
MSF-269 13,33a 26,67 a 39,67 a 12,00 a 24,67 a 38,00 a
X UFSC-Cg02 11,00 a 26,00 ab 37.00 ab 10,00 b 21,67 b 34,33 a
X UFSC-Rh%0 11,67 a 27.00 a 31.33bc 9,00 b 21.33b 28,00 b
X UFSC-Rh106 9.67 a 22,67 bc 28,67 c 9,00 b 19,67 b 28.67 b
X UFSC-Su155 12,00 a 22,33¢ 29.00c 10,00 b 19,67 b 28,00 b
MSF-195 17,67 a 30,67 a 47,33 a 15,67 a 31.33a 47,67 a
X UFSC-Cg02 12,33 a 25,33 a 36,33b 16,00 a 30.33a 45,00 a
X UFSC-Rh90 15.33a 30.33a 38,00 b 13,67 b 28,00 a 34,00 b
X UFSC-Rh106 13,67 a 26,33 a 34,33b 13,67 b 21,33b 32,00b
X UFSC-Sul55 13,67 a 27,33 a 38,00b 13,.33b 26,00 a 37.33 ab
MSF-251 17,67 a 30.67 a 47,33 a 1500 a 31,67 a 49,67 a
X UFSC-Cg02 13.33a 29,00 a 44,33 a 12,33 bc 31,00ab 45,67 ab
X UFSC-Rh90 13,67 a 30.33a 42,67 a 12,00 bc 29.33ab 37,47 c
X UFSC-Rh106 14,00 a 28,33 a 36,00 a 10,67 C 26,33b 43,00 bc
X UFSC-Sul55 14,33a 28,00 a 40,33 a 13,33 ab 31.,00ab 37,00c¢
MSF-310A 14,33 a 22,67 a 32.33a 14,67 a 23,00 a 34,00 a
XUFSC-Cg02 11,67 a 19,33 a 29,00 a 11,67 a 22,00 a 32,33a
X UFSC-Rh90 13,33 a 21,00 a 27.33a 12,33 a 23,00 a 29.00a
X UFSC-Rh106 12,33 a 22,67 a 28,33 a 12,33a 21,00 a 28.33a
X UFSC-Sul55 13,67 a 22,33 a 32,00 a 12,67 a 24,33 a 32,33 a

* Médias seguidas da mesma lefra na coluna do mesmo isolado ndo diferem significativamente entre si
pelo teste de Tukey (P <0,05). Médias de trés repeticdes.
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Anexo 7 - Quantidade de fésforo no meio GEL (mg L') inoculado com MSF e fECM

e incubado por 15 dias a 25°C. (Dados que originaram as Figuras 3.5,

3.6 e 3.7).
fECM*
Sem fECM Cq-02 Rh-90 Rh-106 Su-155 Média

Ssem MSF 101 fE 172 eD 393 bdB 509 aA 312bdC 297 d
189 257 ceC 158 eD 453abA 408 bdB 255cdC  306d
239 296 cB 456 CA 439acA  448acA 327 bcB 393 ¢
177 215 deE 323 dD 473 aB 382cdC  522aA 383 ¢
MSF 262 355 bC 671 bA 454 abB 489 abB 372 bC 468 b
269 186 eD 147 €D 423acA 357 cdB 287 cdC  280d

195 323 bcB 222 eC 396bdA  436acA 279 cdB 331 cd
251 282 bdB 220 eC 365cdA 340 dA 248dBC  291d
310A 873 aA 822 aB 362 dD 431 bcC 449 aC 587 a

Média 3218B 3558 418 A 422 A 339 B

* Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna e maidscula na linha ndo diferem significativamente

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Médias de trés repetigdes.

Anexo 8 - Preparo de 200 mL do reagente de Salkowski (GORDON & WEBER, 1951,

citado por CATIELAN, 1999):

a) Dissolver 4 mL de uma solugdo de FeCls.6H20 0,5 M, em 200 mL de &cido

perclérico (HCIO4) 35%.

b) Solugdo de FeCls.6H-O 0,5 M: em um baldo volumétrico de 50 mL, dissolver

6,76 g de FeCl3.6H20 em um pouco de dgua destilada, agitar e completar o

volume.

c) Solugdo de HCIO4 35%: diluir 100 mL de acido comercial [70%), em 100mL de

dgua destilada.



	“INTERAÇÃO MICRORGANISMOS SOLUBILIZADORES DE FOSFATOS - FUNGOS ECTOMICORRÍZICOS E O CRESCIMENTO DE Piríus taeda L.”

	CHARLES NARLOCH

	1.2- O CICLO DO FÓSFORO

	1.4	- MICRORGANISMOS SOLUBILIZADORES DE FOSFATOS

	1.4.3	- Promoção do crescimento vegetal

	1.4.4	- Efeitos da inoculação sobre o crescimento vegetal

	1.5.1	- Produção de ácidos por microrganismos quimiorqanotróficos

	1.5.2	- Outros mecanismos


	í

	J

	1.5.3	- Influência das fontes de C e N na solubilizacão de fosfatos

	1.5.4	- Genética da solubilizacão de fosfatos

	1.6	- ECTOMICORRIZAS

	1.6.1	- Conceito e importância

	1.6.2	- Morfologia e ocorrência

	1.6.3	- Interações na micorrizosfera

	1.6.4	- Biodearadacão mineral por ectomicorrizas

	1.6.5	- Potencial de uso biotecnológico

	Figura 2.3 - Aspecto de crescimento de fungos ectomicorrízicos nos meios GEL, GMM, MNMeGMA.

	2.4	- CONCLUSÕES

	3.3	- RESULTADOS E DISCUSSÃO

	3.3.1	- Avaliação do crescimento em meio sólido

	Figura 3.4 - Aspecto de crescimento de fungos ectomicorrízicos (fECM) e microrganismos solubilizadores de fosfatos (MSF), após 6 dias de confrontação em meio GEL. 3.3.2	- Avaliação do crescimento e solubilização em meio líquido

	Tabela 3.3 - Produção de matéria seca (g) de MSF e fECM cultivados em meio GEL a 25°C por 15 dias.

	Tabela 3.4 - Porcentagem de fósforo (%P) na matéria seca de MSF e fECM cultivados em meio GEL a 25°C por 15 dias.

	Figura 3.8 - Análise de regressão entre fósforo e pH do meio GEL inoculado com MSF isoladamente. N.S.: coeficiente não significativo.

	4.2	- MATERIAL E MÉTODOS

	4.2.1	- Microrganismos e produção do inóculo

	4.2.3	- Coleta e avaliação das plantas

	Figura 4.6 - Aspecto das plantas de P. taeda inoculadas com o isolado MSF- 262 (Penicillium sp.) individualmente e simultaneamente com fECM.

	5.2.2 - Produção de ácido indol-3-acético

	Figura 5.3 - Curva de calibração para determinação de substâncias indólicas por espectrofotometria a 530 nm.

	5.3.2	- Produção de ácido indol-3-acético

	5.4	- CONCLUSÕES


	SILVA FILHO, G.N. - Solubilização de fosfatos pela microbiota do solo. Porto Alegre,

	Anexo 3 - Preparo de 1 L da solução P-B (molibdato de amónio)

	Anexo 4 - Preparo da solução P-C (ácido 1-amino-2-naftol-4-sulfônico)




