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SELECAO DE MICRORGANISMOS PROMOTORES DA DISPONIBILIDADE DE
NUTRIENTES CONTIDOS EM ROCHAS, PRODUTOS E REJEITOS DE
MINERACAO

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo selecionar microrganismos capazes de
solubilizar fésforo (P) e potéssio (K) a partir de pé de rochas e rejeitos de mineragdo e
promover uma melhor producdo de matéria seca e absorcdo desses elementos por plantas de
alface. A selecéo iniciou-se com o isolamento de microrganismos solubilizadores a partir de
amostras de produtos e rejeitos de mineracdo. O potencial solubilizador desses isolados foi
avaliado em meio de cultura GEL suplementado com pé de rochas, produtos e rejeitos de
mineragdo. O experimento foi conduzido em delineamento completamente casualizado com
14 fontes de nutrientes (13 rochas e uma testemunha) e 24 tratamentos de inoculagdo (23
isolados microbianos e uma testemunha ndo inoculada). Apés 15 dias de incubacéo, o teor de
P e K foi determinado a partir de aliquotas do meio de cultura e as melhores combinagoes
rocha e microrganismo foram estabelecidas. O potencial dos microrganismos em
disponibilizar nutrientes para as plantas a partir dessas fontes, foram estudados em dois
experimentos em casa de vegetacdo. Na avaliacdo da liberacdo de K foram utilizadas as
rochas biotitito, flogopita olivina melilitito e fondlito. Para liberagdo de P, foram avaliadas as
rochas fonolito e flogopita olivina melilitito. A unidade experimental foi constituida de uma
planta em substrato composto de turfa e vermiculita (3:1, V/V), em tubo de PVC, Os
microrganismos utilizados foram os selecionados no experimento em meio de cultura. As
testemunhas TNP, TNK e TNPK receberam, respectivamente, nitrogénio (N) e P; N e K, e N,
P e K, sem adicdo de nenhum tipo de pé de rocha. Apds 35 dias de cultivo analisaram-se o
peso da matéria seca e os teores de P e de K. Na etapa de isolamento, foram selecionados 24
microrganismos, mas apods sucessivas repicagens restaram 10 isolados. A liberacdo de P e K
variou de acordo com o microrganismo e o tipo de rocha. Os isolados apresentaram potencial
para serem utilizados na inoculagdo de plantas visando a solubilizacdo de K, a partir da
flogopita olivina melilitito e do fonolito e o isolado MSF-360 para liberacdo de P a partir do
biotitito. A inoculacdo de microrganismos solubilizadores de nutrientes tem potencial como
insumo bioldgico para favorecer a producgéo agricola e deve ser alvo de novos estudos visando
o0 desenvolvimento de novas tecnologias que resultem na diminui¢do de insumos quimicos na
agricultura.

Palavras-chave: adubacdo, inoculantes, microrganismos solubilizadores, rochas, fosforo,
potassio.
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SELECTION OF MICROORGANISMS PROMOTERS OF AVAILABILITY OF
NUTRIENTS FROM ROCKS AND MINING WASTES

ABSTRACT

The main aim of this study was to select microorganisms able to solubilize phosphorus
(P) and potassium (K) from rocks and mining wastes and to promote a better biomass
production and nutrient uptake by lettuce plants. The initial selection took place in solid
culture medium (GEL) supplemented with rock powder. The assay was performed employing
a design in a completely randomized design with 14 sources of nutrients (13 different rocks
and one control) and 24 inoculation treatments (23 microbial isolates and one non-inoculated
control). After 15 days of incubation, the concentration of P and K in the medium was
determined and the better combinations of rock and microorganisms were established. The
potential of the microorganisms to liberate nutrients to the plants from the rocks was studied
in two experiments under greenhouse condition. In the experiment concerning the
solubilization of K, the rocks biotite, phlogopite olivine melilitito and phonolite were
employed, whereas in the experiment concerning P solubilization, were employed the rocks
phonolite and phlogopite olivine melilitito. As experimental unity there was one seedling
growing in a mixture of peat and vermiculite (3:1, W/W), in a plastic conical pot.
Microorganisms were those selected in the culture medium study. Different controls were
prepared: with nitrogen (N) and P (TNP); with N and K (TNK); and with N, P and K (TNPK),
without any rock or mining wastes added. After 35 days cultivation, plant dry weight and P
and K contents were determined. During microbial isolation 24 microorganisms were
obtained. However, after several sub cultivation steps only 10 isolates were maintained.
Solubilization of P and K varied according to the microorganism and the rock or waste
material. Some of the microorganisms presented potential to be utilized on the inoculation of
plants in order to achieve K solubilization from phlogopite olivine melilitito and phonolite.
Others have presented potential to solubilize P from biotite. Inoculation of nutrient
solubilizing microorganisms (NSM) has a good potential as a biological input to improve
agriculture production and must be the target of new studies aiming to develop new
technologies able to reduce the use of chemicals in agriculture.

Key-words: fertilization, inoculants, solubilizing microorganisms, rocks, phosphorus,
potassium.
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INTRODUCAO

A fertilidade natural da maioria dos solos brasileiros limita a producéo agricola, sendo
necessario o uso de fertilizantes para corrigir as deficiéncias nutricionais e, com isso,
aumentar o rendimento das culturas. Essa pratica rotineira na agricultura torna o pais
altamente dependente dos fertilizantes, quer seja pela necessidade de fornecimento externo da
matéria prima ou do produto final, quer seja pelas altas quantidades utilizadas e pelo alto
custo, gerando problemas na producdo e na economia do pais.

Apesar da utilizacdo de fertilizantes provocar problemas econémicos e ambientais, é
preciso aumentar a producdo de alimentos para atender a demanda crescente da populagéo
brasileira e mundial. A pressdo econdmica, social e ecoldgica para limitar o uso de insumos
agricolas tem impulsionado os sistemas de produgdo & busca de processos alternativos, que
provoquem menor impacto ambiental e social. Desta forma, a busca por alternativas mais
acessiveis e de baixo impacto ambiental é, sem duvida, um caminho a seguir.

A redugdo da fertilizacdo artificial nos plantios comerciais, através de técnicas
alternativas, terd um grande impacto na economia do Brasil (LIMA et al., 2002). Além de
contribuir para a agricultura tradicional, contribuird para impulsionar outro setor de producao
agricola, a agricultura orgénica, na qual a reposicdo dos nutrientes do solo é limitada pela
proibicdo do uso de adubos soliveis (BRASIL, 1999).

Na tentativa de se obter um fertilizante contendo macro e micro-nutrientes, e de baixo
custo, muitos materiais tém sido testados. Dentre essas alternativas estdo as rochas, 0s
produtos e os rejeitos das atividades de mineracao.

No entanto, sdo necessarios muitos anos para a natureza fragmentar as rochas, para

que, entdo, em contato com a agua, acidos e calor, ocorra a liberagdo dos minerais ali
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presentes. Por essa razdo, a baixa solubilidade desses materiais limita o fornecimento de
nutrientes para as plantas.

Na busca de novas alternativas para uma agricultura sustentavel, com vistas a uma
maior economia ao setor agricola, tém destaque os trabalhos sobre a utilizagdo de
microrganismos que auxiliam o desenvolvimento das plantas.

A utilizacdo de microrganismos na agricultura pode proporcionar beneficios aos
plantios comerciais tais como a reducdo da necessidade de fertilizagdo artificial do solo, dos
danos causados por doencas, do uso de defensivos agricolas e da presenca de compostos
xenobidticos depositados no solo, com o consequente estimulo ao crescimento vegetal e ao
aumento na produtividade agricola (LIMA et al., 2002).

No entanto, para que essa tecnologia possa ser utilizada rotineiramente a campo, é
necessaria a selecdo de microrganismos capazes de solubilizar os nutrientes contidos nesses
materiais oriundos das rochas, de modo a permitir sua utilizagdo na forma de inoculantes que,
aliados ao uso de pd de rochas, produtos ou rejeitos de mineracdo adequados, proporcionardo
o fornecimento de nutrientes para as plantas, garantindo uma agricultura econémica e

ambientalmente viavel.



CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA

1.1  Nutricdo Vegetal

A partir do século XIX, quimicos e botanicos descobriram que as plantas requerem
elementos quimicos para o crescimento. O numero de elementos quimicos varia de acordo
com o critério adotado por cada nutricionista de planta, mas, em geral, sdo citados 17, que, de
acordo com as quantidades requeridas pelas plantas, podem ser classificados em: macro-
nutrientes - como o nitrogénio (N), o fésforo (P), o potassio (K), o enxofre (S), o célcio (Ca) e
0 magnésio (Mg) - e micro-nutrientes, como por exemplo, o ferro (Fe) (LONERAGAN,
1997). Na auséncia de qualquer um desses elementos as plantas exibem sintomas de
deficiéncia nutricional, anomalias de crescimento e, freglientemente, ndo se reproduzem
normalmente.

Essas informacgOes que retratam resumidamente a teoria da nutricdo de plantas
referem-se, usualmente, a livros publicados pelo quimico alemdo Justus von Liebig (1803-
1873). Seu trabalho levou a profundas transformagdes na agricultura, pois aplicando seus
conhecimentos de quimica chegou a conclusdo de que os alimentos poderiam ser produzidos

em maior quantidade e com maior valor nutritivo se fossem adicionados ao solo elementos
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quimicos em quantidades adequadas. Liebig chegou, assim, a famosa formula NPK e deu
inicio a era dos fertilizantes quimicos (PINHEIRO, 2003; MAAR, 2006).

O legado de Liebig foi um dos maiores do século XIX e perdura até os dias atuais,
principalmente no que diz respeito a importancia dos elementos minerais para a vida das
plantas, tema que gracas a ele, tornou-se uma disciplina cientifica (FURLANI, 2004).

Iniciava-se assim, uma época de descobertas marcantes nas areas de quimica e
microbiologia do solo - descoberta dos nutrientes essenciais, do sistema de simbiose em
legumes para fixacdo de N atmosférico, entre outras - que permitiram avancgos substanciais
nas diferentes areas da ciéncia do solo e possibilitaram um aumento significativo na producédo
de alimentos (LONERAGAN, 1997).

Para ser absorvido pela planta, um nutriente deve encontrar-se disponivel na solucéo
do solo, em contato com a superficie ativa do sistema radicular. A forma com que 0s
diferentes nutrientes se encontram disponiveis tem sido objeto de atengdo dos quimicos de
solo, uma vez que 0s nutrientes sdo limitantes para o crescimento das plantas, sendo extensa a
literatura sobre o assunto (FURLANI, 2004; REICHARDT; TIMM, 2004).

A solucdo do solo possui composicdo variavel devido a uma série de processos
dindmicos entre as fases solidas e liquidas do solo, a absorcdo de nutrientes pelas raizes e ao
subsequiente transporte para a parte aérea da planta. Se a velocidade com que determinado
nutriente passa da fase solida para solucdo for pequena em relacdo a absorcdo e a necessidade
da planta, sera gerada uma deficiéncia nutricional (REICHARDT; TIMM, 2004).

A nutricdo de plantas tem papel chave no século XXI, principalmente nos paises em
desenvolvimento, como o Brasil, considerando como pontos basicos de estudo: a diagnose da
deficiéncia e da toxidez de nutrientes nas culturas, a correcdo dos solos inférteis com uma
quantidade minima de fertilizantes e o desenvolvimento de cultivares com alta eficiéncia de

utilizac&o de nutrientes e com uma alta toleréncia aos elementos toxicos naturais dos solos.
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Uma das principais limitagdes para a agricultura, em mais da metade das terras araveis
dos tropicos, reside na baixa fertilidade dos solos, que sdo, em sua maioria, acidos e com
deficiéncias generalizadas de nutrientes, principalmente fosforo (SANCHES; SALINAS,
1981; GOEDERT, 1983). De acordo com Vose (1983) cerca de 25 % das areas cultivaveis do
mundo tém problemas quimicos severos.

Nas pesquisas sobre nutricdo de plantas destaca-se o estudo do fosforo (P), que é um
nutriente de grande importancia nos solos tropicais, pois leva a grandes limitagdes nos
rendimentos das culturas. A disponibilidade de P para microrganismos e raizes se constitui,
frequentemente, um fator limitante para as transformacGes de outros nutrientes no ecossistema
terrestre, como o carbono (C) e o nitrogénio (N) (GRANT; ROBERTSON, 1997), que sdo
dependentes de P para serem fixados.

Muitos estudos apontam o P como 0 macro-nutriente mais limitante nos solos
brasileiros (RAIJ, 1991) e pouco se menciona sobre o potassio (K), mesmo sendo um
elemento de esgotamento rapido e com perdas significativas por lixiviacdo. Raij (1990) cita
como exemplo a regido dos cerrados do Brasil, que perde com a lixiviagdo de 37 a 48 % do

potassio aplicado.

1.1.1 Fésforo

O fosforo é considerado um dos principais nutrientes limitante para o crescimento dos
vegetais (GYANESHWAR et al., 2002), sendo essencial aos mesmos, pois muitos processos
metabdlicos dependem da presenga desse elemento. O P tem relevante papel como

constituinte das membranas celulares, regulador de diversas vias metabolicas, faz parte das
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moléculas do DNA e do RNA e as células utilizam-no para armazenar e transportar a energia
na forma de fosfato de adenosina (ATP) (FURLANI, 2004).

Segundo Cromer et al. (1993) o P tem importancia decisiva no crescimento da planta,
estando relacionado ao surgimento das folhas, a expansdo foliar e a taxa de fotossintese por
unidade de éarea foliar.

O fosforo € assimilado pelas plantas preferencialmente na forma ibnica monovalente
(H2POy), que é absorvido pelas raizes e rapidamente incorporado aos agtcares (FURLANI,
2004). O namero de sistemas de absorcdo de P encontrados nas plantas é questionavel, mas
hoje € mais aceito a existéncia de dois sistemas, um de alta afinidade que é ativado sob
condicdes de baixa disponibilidade de P, e outro com baixa afinidade (ALMEIDA, 2002).
Evidéncias apontam que a concentracdo de fdésforo no vactolo celular, assim como a
concentracdo de P no meio externo, contribui para ativar mecanismos de regulacéo génica dos
transportadores de alta e baixa afinidade (RAGHOTHAMA, 1999).

O fosforo existe no solo tanto na forma organica quanto inorganica, estando a maior
parte indisponivel para a planta. O fosforo soltvel possui uma alta reatividade com célcio,
ferro e aluminio, ocorrendo a formacdo de complexos de alta insolubilidade conduzindo a
precipitacdo do fdsforo disponivel (GYANESHWAR et al., 2002; REICHARDT; TIMM,
2004). O fosfato de célcio € a forma inorganica que predomina no solo, como apatitas, em
solos bésicos, e os fosfatos de ferro ou aluminio em solos acidos (CLARK; PAUL, 1988),
como no Brasil.

O fésforo organico do solo é proveniente de restos vegetais e animais e esta presente
principalmente na forma de fosfato de inositol (fitatos), nos fosfolipidios e nos acidos
nucléicos (ALEXANDER, 1980; TSAI; ROSSETTO, 1992). Essas formas séo disponiveis
para a maioria dos microrganismos, que apresentam a capacidade de producdo de fosfatases,

enzimas responsaveis pela mineralizagdo do fosforo organico. Podemos citar, dentre as
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principais fosfatases, as fitases, as nucleases e as fosfolipases (NAHAS; ASSIS, 1992;
GYANESHWAR et al., 2002).

Devido a baixa solubilidade e a deficiéncia de fésforo no solo, fertilizantes quimicos
sdo adicionados para aumentar a produtividade das culturas. Porém, estudos revelam que 75
% a 90 % do fertilizante adicionado se precipitam na forma de fosfato de ferro, aluminio e
calcio (VIG; DEV, 1984).

A baixa disponibilidade de fésforo para as culturas agricolas indica a importancia da
busca de um maior conhecimento sobre a atuagdo da popula¢do microbiana na dindmica deste
elemento. Também é de grande valor o desenvolvimento de cultivares mais eficientes na
absorcdo e, ou, utilizacdo do P, o que pode contribuir para minimizar a necessidade de
adubacdo e, consequientemente, os custos de producdo da cultura.

Uma alternativa viavel ao uso da adubacdo convencional para o melhor
aproveitamento do fosforo existente, ou do adicionado, no solo é representado pelo processo

de solubilizag&o realizado por diversos microrganismos (SILVA FILHO; VIDOR, 2001).

1.1.2 Potassio

Nas plantas, o0 K é um elemento essencial aos processos metabolicos, pois exerce
papel fundamental na fotossintese, regula a entrada de dioxido de carbono (através da abertura
e fechamento dos estdmatos) e atua na ativacéo de sistemas enzimaticos.

O K" ¢ o cation mais abundante no citoplasma e, juntamente com os anions que 0
acompanham, tem importantes funcGes nas células e tecidos das plantas. O K atua na

regulacdo osmotica, no balango de cations-anions, na relacdo hidrica nas plantas; no
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movimento dos estdmatos; no alongamento celular; na estabilizagdo do pH do citoplasma, na
neutralizacdo de anions organicos e inorganicos; na ativagdo enzimatica para um grande
namero de enzimas; na sintese de proteina; na fotossintese e no transporte de aglcares no
floema (FURLANI, 2004).

Nos sistemas bioldgicos, 0 K s6 existe no estado monovalente de pequeno raio idnico,
cuja absorcdo é altamente seletiva e acoplada aos processos metabolicos, apresentando
elevada mobilidade dentro da planta em todos os niveis: no interior da célula, entre as células
individuais, entre os tecidos e no transporte de longa distancia via xilema e floema.

Assim, as plantas requerem K em altas quantidades. Por esta razdo, ele é considerado
um dos trés principais nutrientes vegetais. Suas fungdes ndo podem ser substituidas por
nenhum outro cation monovalente. A deficiéncia de K diminui o crescimento das plantas e as
tornam sujeitas as doencas, a quebra de talos e a suscetibilidade a outras condic¢Ges de estresse
(RAIJ, 1990). Sintomas esses resultantes da reducdo da atividade de muitas enzimas
regulatorias; diminui¢cdo na concentragcdo de amido; acimulo de carboidratos soluveis e de
compostos nitrogenados sollveis; reducdo na atividade das ATPases ligadas a membrana
plasmatica, afetando o transporte idnico; reducdo na sintese e na atividade da redutase do
nitrato (FURLANI, 2004).

O suprimento natural de K ndo é suficiente para sustentar altas producdes e a
deficiéncia desse nutriente reduz significativamente as colheitas e a qualidade dos produtos.
Por esta razdo, o fornecimento desse nutriente ao solo tem de ser suplementado pela adubacéo
potassica (MIELNICZUK, 1978).

O potassio pode penetrar entre as laminas de alguns aluminossilicatos, sendo essa
forma praticamente indisponivel as plantas. Mas assim como outros ions, pode ser “trocado”
ou substituido por outros, podendo ficar adsorvido eletricamente. Esse fendmeno de

substituicdo é denominado troca idnica e € um fenémeno de vital importancia em fisico-
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quimica de solos, pois age na retencdo ou na liberacdo dos nutrientes as plantas, e dos sais
minerais do solo (REICHARDT; TIMM, 2004).

No solo o potassio € encontrado como componente estrutural de minerais, aprisionado
temporariamente entre camadas de argila, como K-trocavel retido eletrostaticamente pelos
coldides do solo carregados negativamente e, em uma pequena quantidade, como K-soluvel
na solucéo do solo (RAIJ, 1990). O K-trocavel e o K-solucdo representam a reserva imediata
de potassio no solo. Quando essas formas chegam a valores baixos, 0s minerais primarios
iniciam a liberagéo de K para a solugdo (MIELNICZUK, 1978).

Em vista disso, os minerais sdo recursos importantes e de grande interesse na
substituicdo da fertilizagdo potassica. Particularmente os feldspatos que constituem a principal
reserva de K do solo (MIELNICZUK, 1978).

A microbiota tem papel especial na disponibilidade de K, particularmente em solos
pobres, podendo competir com as plantas pelo nutriente. Essa imobilizagdo é temporéria, pois
com a morte dos microrganismos, o K é liberado das células por mineralizacdo. A microbiota
também pode contribuir na liberacdo de K pela decomposicdo de minerais silicatos
(HUNGRIA; URQUIAGA, 1992).

Em vista do exposto, e sendo o K um recurso ndo renovavel, necessita-se de um
melhor aproveitamento para aumentar sua vida til, pois o custo da fertilizacdo potassica para
0 Brasil é muito alto, e o pais depende da importacdo da quase totalidade do K que &

consumido no pais.

1.2 Consumo de fertilizantes

A "Revolugdo Verde" implantada na América Latina, em meados da década de 1960,

defendeu a idéia da producdo de alimentos em massa por meio da manipulacdo do solo,
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baseada na intensa utilizacdo de insumos industrializados, irrigagdo e mecanizagao agricola.
Esse movimento foi fomentado pelo risco de uma crise mundial na produgdo de gréos
alimenticios, o aumento da populacdo mundial e uma perspectiva pessimista quanto a
disponibilidade de alimentos no mundo (ALMEIDA, 1998).

Essa revolucao influenciou o consumo de insumos agricolas, como os fertilizantes,
que cresceu exponencialmente nos Gltimos anos, representando 25 % da importacdo do setor
agricola, o que equivale a um investimento de US$ 1,2 bilhGes, constituindo-se numa
desvantagem econémica para 0 pais. Em trés anos, as importacbes de fertilizantes
aumentaram em 49 %, passando de 9,7 milhGes de toneladas em 2001 para 15,4 milhdes em
2004. No mesmo periodo, a producdo nacional aumentou apenas 18 %, passando de 7,5
milhdes para 8,9 milhGes de toneladas. Da quantidade consumida no ano de 2003,
importaram-se 91 % dos adubos nitrogenados, 64 % dos fosfatados e 95 % dos potassicos.
Além disso, para a producdo de fertilizantes nacionais, o pais necessita importar parte da
matéria prima (ANDA, 2007; BRASIL, 2005).

No ano de 2004, o Brasil atingiu um recorde de importacdo, mas nos anos seguintes,
de 2005 a 2006, o setor agricola brasileiro passou por uma peguena crise e viu a producéo
agricola diminuir, junto com a importagédo de fertilizantes. O ano de 2007 j& mostra, porém,
uma certa recuperacdo. No mesmo periodo de janeiro a abril a importacdo de fertilizantes ja
foi maior que a do mesmo periodo de 2004 que foi de 945 mil e agora j& chega a 1,1 milh&o
de toneladas, representando um aumento de 18 % na importagdo de fertilizantes (ANDA,
2007).

A adogdo de novas tecnologias em qualquer area sempre tera consequéncias
econémicas e sociais imprevisiveis. Em locais onde o sistema fundiario € desigual (muita
terra na mao de poucos), como é o caso do Brasil, a necessidade de capital para os insumos

quimicos concentra-se na mdo dos mais ricos. Assim, 0 pequeno produtor é 0 mais
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prejudicado, necessitando de subsidios do governo para 0s insumos e sua utilizacao representa
um alto custo para a producdo (THEODORO, 2000).

A realidade observada hoje é a da desigualdade social com o aparecimento de
problemas irreversiveis no tocante a sustentabilidade econémica e ecoldgica da producéo
agricola a longo prazo (NAHAS, 1999).

Porém, a mudanca na producdo foi imediatista, por ndo considerar os componentes
bidticos do ecossistema, 0s processos e fungdes ecoldgicas por ele mediados. Essa maneira de
produzir tem-se mostrado pouco sustentavel, tanto do ponto de vista econémico quanto do
ecoldgico. De fato, esse modelo considera o solo simplesmente como meio de produgéo,
ajustando-o as exigéncias das plantas e ignorando suas fungdes como mediador de processos
globais essenciais a vida (NAHAS, 1999).

Para reverter o cendrio dessa degradacdo progressiva € necessaria a incorporagao
constante de avancgos cientificos e tecnolégicos na producdo agricola, assim como de
mudangas nos aspectos conceituais, regulatorios e politicos da relagéo atual, entre a producao
e a ecologia (HUANG et al., 2002). E necessario buscar um novo modelo, capaz de garantir
producdo estavel e viavel do ponto de vista econémico, social e ecologico. Esse novo modelo
deve atender a certos principios basicos de sustentabilidade, como apresentar uma elevada
eficiéncia biologica e econbmica; um reduzido impacto ambiental; equidade social e
alimentos com qualidade nutricional e seguros (TILMAN et al., 2002).

Vaérias préticas e tecnologias agricolas, como o sistema de plantio direto, a rotacéo de
culturas, os sistemas modernos e eficientes de irrigacdo, a agricultura de precisdo, as
variedades geneticamente modificadas e os cultivos organicos, oferecem opc¢des e solucgdes
para alguns dos desafios atuais e futuros da agricultura, pois viabilizam a exploracdo de
agrossistemas produtivos, com uso reduzido de insumos quimicos e cultivos

conservacionistas (NAHAS, 1999).
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Essas tecnologias contribuem para manter ou aumentar a producdo, sem promover o
avanco da agricultura para areas que sdo reservas da biodiversidade, o que aumentaria 0s
impactos negativos ja tdo evidentes (URQUIAGA; BOODEY; NEVES, 1999).

A “Revolucdo Verde” impulsionou, de fato, a produgdo agricola, mas se mostra pouco
sustentavel, tanto do ponto de vista econdmico quanto do ecoldgico. Uma mudanca radical na
agrotecnologia seria catastrofica, no atual sistema de producdo e em suas necessidades, mas
h& necessidade em uma modificacdo tecnoldgica para tornar a producdo mais segura e
harménica em termos ambientais, mudangas essas que devem ser graduais e fundamentadas

no conhecimento cientifico.

1.3 Uso de rochas na agricultura

No mesmo periodo que Justus von Liebig apareceu com seus experimentos sobre
nutricdo vegetal, Julius Hensel propunha que po de rochas faria 0 mesmo efeito sem
desequilibrar 0 meio ambiente e, ainda, com baixos custos. Julius Hensel obteve o
reconhecimento do seu trabalho por apenas algumas dezenas de camponeses, além de ser
processado e seu livro, Pdes de Pedra, censurado. Somente em 1997 seu livro foi reeditado,
aproveitando-se a preocupacdo com a qualidade nutricional e seguranga dos alimentos
(PINHEIRO, 2003).

O aproveitamento das rochas, como fontes restituidoras de nutrientes para as plantas,
recuperadora e renovadora do solo, pode configurar uma tecnologia alternativa capaz de

auxiliar na redugdo do uso de produtos quimicos, especialmente aqueles incorporados em
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formas altamente sollveis, como é o caso dos adubos em formulagcdes NPK (PINHEIRO;
BARRETO, 1996; THEODORO, 2000).

As farinhas de rochas e outros produtos foram os primeiros fertilizantes usados na
agricultura: Salitre do Chile, Salitre de Bengala, Guano, Farinha de Ostras, Fosforitas,
Apatitas, Basalticas, Micaxisto (PINHEIRO; BARRETO, 1996).

Muitos estudos tém sido realizados com o objetivo de substituir totalmente ou
parcialmente os fertilizantes potéssicos e fosfaticos soltveis, principalmente pelo alto custo
deste insumo.

Experimentos realizados no Sri Lanka com mica flogopita e feldspato potassico, em
culturas de cha e arroz, mostraram que a aplicag¢do das rochas promoveu aumentos de cerca de
10 % da producdo em duas safras seguidas, quando comparada & fertilizacdo convencional
(WEERASURYA; THILAKARATHNA; COORAY, 1996). Estudos realizados em casa de
vegetacdo por Lobo (1988), utilizando gnaisse como fonte alternativa de potéssio,
evidenciaram a importancia desse elemento na nutri¢cdo vegetal e sua influéncia no equilibrio
sobre os teores de nitrogénio e fosforo. Em Santa Catarina, Arbieto (2005) estudando o efeito
da aplicacdo de pd de rocha como fonte de K para alface, em casa de vegetacao, observou que
0 granito supriu 40 % enquanto que o fonolito e a flogopita foram capazes de suprir 66 % das
necessidades de K.

As jazidas de fosfatos naturais presentes em nosso pais permitem que sejam
conduzidos varios estudos com o objetivo de utilizar esse material em sua forma natural ou
semi-industrial como fonte alternativa de fésforo para as plantas.

A eficiéncia dos fosfatos naturais em relacdo ao super-fosfato triplo tem sido
considerada baixa. Além das caracteristicas proprias do fosfato, como diferencas na
solubilidade e na granulometria, sua eficiéncia é afetada por caracteristicas do solo

(OLIVERIA et al., 1984).
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Os mesmos autores citados anteriormente relatam em seu experimento uma grande
variacdo na eficiéncia dos fosfatos naturais dentro do mesmo cultivo, mas observam que com
0 passar do tempo had um aumento da eficiéncia, sugerindo uma liberagéo gradativa do fésforo
fornecido pelos fosfatos. Braga et al. (1991) também relatam uma baixa eficiéncia dos
fosfatos naturais de Araxa, Patos de Minas e Cataldo.

Em experimento utilizando pé de basalto, Escosteguy e Klamt (1998), observaram
pequenos acréscimos nos teores de nutrientes disponiveis no solo, com doses que variaram de
0 a 100 ton ha™, e concluiram que altas dosagens poderiam atingir o resultado esperado a
campo.

Trabalhos realizados com rochas como fontes de nutrientes tém apresentado resultados
variados, mas Osterroht (2003) analisando esses resultados encontrou um padrdo entre eles.
Ele viu que os estudos que ndo chegavam a um resultado positivo eram ensaios conduzidos
em vasos, em solo estéril ou com baixa atividade bioldgica, com pequenas quantidades de
substrato ou realizados por um curto periodo, em condi¢bes de clima temperado. Dentre 0s
resultados que apontavam para resultados positivos, as condi¢cdes eram contrarias, ou seja,
clima tropical, experimentos de longa duragéo, solos com alta atividade bioldgica e o material
finamente moido.

O po6 de rocha pode ser facilmente encontrado ou obtido em certas regides do pais. Por
exemplo, no estado de Santa Catarina existem varias reservas de minerais que contém
nutrientes necessarios as plantas. Na regido de Lages ha varias rochas alcalinas contendo
fonolitos, olivina melilitita e carbonatitos ricos em K e P (SCHEIBE, 1986). No municipio de
Anitapolis também ha rochas alcalinas, como o carbonatito, e nas serras da regido leste ha
abundancia de granitos ricos em potassio (COMIN-CHIARAMONTI et al., 2002). Existem,
ainda nessa regido, inumeras pedreiras que produzem brita e subprodutos, como o p6 de brita,

que garantem uma fonte de material a ser trabalhado.
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Devido a baixa eficiéncia das rochas ou de seus sub-produtos, esse material tem sido
pouco utilizado como fertilizante para as plantas. Sua maior desvantagem reside na
dificuldade de liberagdo dos nutrientes que, geralmente, estdo temporariamente indisponiveis
para os vegetais (ESCOSTEGUY; KLAMT, 1998; BOLLAND; BAKER, 2000; HARLEY;
GILKES, 2000).

Porém, pode ser vantajoso utilizar esses materiais na agricultura, pois além de permitir
que pequenas reservas ou residuos de exploracdo sejam aproveitados, constitui-se em
adubagdo mais completa, com Vvarios nutrientes, hd uma menor estrutura de beneficiamento
com menos danos ambientais. Entretanto, além da escolha da rocha adequada, é preciso que
se estabeleca um sistema mais eficiente para promocao da disponibilidade dos nutrientes nela

encontrados.

1.4 Microrganismos solubilizadores

Muitas revisbes tém sido feitas sobre efeitos benéficos da inoculacdo de
microrganismos na promogdo do crescimento de plantas (GALLEGUILLOS et al., 2000;
LUGTENBERG et al., 2002; GRAY; SMITH, 2005). Os efeitos benéficos devem-se as
atividades desenvolvidas pelos microrganismos, podendo ser citadas a fixacdo biologica de
nitrogénio, a producdo de metabolitos pelos microrganismos como fito-horménios (WAISEL;
ESHEL; KAFKAFI, 2002; VESSEY, 2003), o controle de organismos deletérios por
antagonismo ou o estabelecimento de competicdo na rizosfera inibindo os fitopatdgenos

(SHARMA et al., 2003), a promover a disponibilidade de nutrientes, como o ferro, o fésforo
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(MASALHA et al.,, 2000; SHARMA; JOHRI, 2003; SILVA FILHO; VIDOR, 2001,
NARLOCH, 2002), e o potassio (HUNGRIA; URQUIAGA, 1992), dentre outros ainda em
investigacao.

A promogéo do crescimento vegetal pela atividade de microrganismos que solubilizam
fosfatos existentes ou adicionados ao solo vem sendo explorada desde 1903 (SPERBER,
1958; KUCEY; JENZEN; LEGGETT, 1989), quando Sackett detectou a “acéo solvente” de
bactérias no solo. Desde entdo, extensivos estudos sdo realizados com esses microrganismos e
com minerais fosfatados que possam ser solubilizados (GOLDSTEIN, 1986, NAHAS;
ASSIS, 1992, SILVA FILHO; VIDOR, 2001), dentre outros.

Os microrganismos solubilizadores sdo encontrados em geral no solo (KIM,;
JORDAN; KRISHNAN, 1997; SILVA FILHO, 1998, SILVA FILHO; NARLOCH,;
SCHARF, 2002), na superficie das sementes (KATZNELSON; PETERSON; ROUATT,
1962) e, também, em rochas e materiais oriundos de minas (ARBIETO, 2005).

No estudo de Narloch (2002), pode-se encontrar uma extensa revisdo dos
microrganismos solubilizadores de fosfato, onde citam-se varios géneros de bactérias e
fungos, incluindo fungos micorrizicos. Como exemplo de algumas bactérias, citam-se
Pseudomonas, Erwinia herbicola (GOLDSTEIN, 1986), Bacillus, e membros da familia
Enterobacteriaceae (SILVA FILHO; VIDOR, 2001). Dentre os fungos, merecem destaque 0s
géneros Aspergillus e Penicillium (KUCEY, 1987; SILVA FILHO; VIDOR, 2001). Citam-se,
ainda os géneros Paecylomyces, Rhizopus e Fusarium (AGNIHORTRI, 1970; CHABOT;
ANTOUN; CESCAS, 1996; SILVA FILHO; VIDOR, 2001).

Os fungos micorrizicos formam uma categoria bem conhecida e de grande importancia
na agricultura, ja foram relatados casos onde os fungos ectomicorrizicos atuam na
solubilizacdo de fosfatos inorganicos (LEYVAL; BERTHELIN, 1986; GOMES; OLIVEIRA;

SILVA FILHO, 1992).
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A eficiéncia de solubilizagdo difere entre géneros e familias de microrganismos, tendo
sido observados muitos casos em que a eficiéncia dos fungos é mais evidente, apesar de
bactérias solubilizadoras serem encontrados em maior nimero (ALEXANDER, 1980; EIRA,
1992).

Os microrganismos envolvidos na solubilizacdo de fosfatos também podem auxiliar o
crescimento da planta por outros mecanismos, além daquele advindo da solubilizagdo, como
por exemplo, pelo aumento da eficiéncia da fixacdo bioldgica de nitrogénio. Sabe-se que 0
fésforo é o fator limitante para fixacdo de nitrogénio pela simbiose rizobio-leguminosas,
aumentando a disponibilidade de outros elementos ou produzindo substancias promotoras de
crescimento de plantas (CHABOT et al., 1998; GYANESHWAR et al., 2002), como
substancias promotoras do crescimento de plantas (citocinas, giberelinas, acidos indol-3-
acético) (GONZALES-EGUIARTE; BAREA, 1975; LEINHOS; VACEK, 1994) e vitaminas

(riboflavina, niacina e vitamina B12) (STRZELCZYK; ROZYCKI, 1985).

1.4.1 Mecanismos de solubilizacao

Existem dois mecanismos de acdo exercida pelos microrganismos sobre o meio, que
contribuem para a solubilizagdo do fosforo insoltvel. O primeiro é através da atividade
enzimatica especifica das enzimas fosfatases que hidrolisam o P-orgénico, como fitatos,
fosfolipidios e &cidos nucléicos, liberando o fosforo em formas de assimilagdo facil e

imediata, conhecido como mineralizacdo (NAHAS; TERENZI; ROSSI; 1982).
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Essa atividade, porém, é limitada pela capacidade dos microrganismos de absorver
fésforo, isto é, ela tende a diminuir ou cessar no momento em que esses seres estdo
“saturados” desse elemento essencial. Assim, a solubilizacdo de fdésforo estaria condicionada
as necessidades microbianas, ndo se podendo esperar que a sua contribuicdo para o solo seja
ilimitada, ou proporcional meramente a quantidade de fosforo insollvel existente no meio
(NELSON et al., 1976).

Os mecanismos de solubilizacdo que tem grande importancia, por colocar & disposi¢do
das plantas fosfato disponivel, ocorrem principalmente pela producéo de &cidos inorgéanicos,
organicos e/ou pela diminuicdo do valor do pH pelos microrganismos solubilizadores de
fosfato (GYANESHWAR et al., 2002; NARLOCH, 2002).

Bolan et al. (1994) verificaram que a aplicacdo de vérios &cidos organicos de
ocorréncia normal em solos, tais como: malico, lactico, formico, acético, oxalico, tartarico e
citrico, a amostras de solos de diferentes composi¢cdes mineraldgicas e teores de carbono
diversos promoveu um aumento da solubilizagcdo do fosfato monocalcico e rocha fosfatica.
Esses acidos podem ser produzidos pelo proprio metabolismo microbiano (CUNNINGHAM;
KUIACK, 1992; KIM; MCDONALD; JORDAM, 1997) e, também, ser encontrados nos
exsudatos das raizes das plantas.

Os &cidos organicos podem agir como acidificante do meio ou podem funcionar como
agente quelante ou complexante, formando compostos com calcio, ferro e aluminio
(SPERBER, 1958; WHITELAW, 2000).

Ilimer e Schinner (1992) concluiram que a producdo de &cidos organicos ndo é o
principal mecanismo envolvido na solubilizagdo de fosfatos, ao encontrar apenas trés acidos
produzidos por bactérias solubilizadoras, dentre as 24 testadas. Esses autores consideram a
possibilidade de acidificacdo do meio através da liberagdo de protons H, em um processo

de troca cationica ou a partir da cadeia respiratoria.
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Outro mecanismo, inespecifico, resulta da acidificacdo do meio pela presenca de gas
carbénico, resultante da atividade respiratéria e da decomposicdo da matéria organica,
resultando na presenca de H,CO3 (MARSCHNER, 1995). Neste caso, a solubilizagdo dos
fosfatos se da independentemente da demanda especifica de fosforo e passa a ser proporcional
as gquantidades disponiveis de matéria organica a ser degradada, como fonte de carbono e de
energia (BRANCO; MURGEL; CAVINATTO, 2001).

Além dos mecanismos citados acima, pode-se citar, ainda, o consumo de célcio e ferro
pelos microrganismos. Ao consumir esses compostos acompanhantes dos fosfatos, o0s
microrganismos tornam o fosforo disponivel as plantas (NARLOCH, 2002).

A habilidade da solubilizagdo do fésforo depende de vérios fatores, como a natureza
da fonte de nitrogénio, a fonte de carbono presente, e o tipo do fosfato (SILVA FILHO;
VIDOR, 2000), pois a maioria dos microrganismos solubiliza fosfato de célcio, sendo raros
aqueles que conseguem solubilizar fosfato de ferro ou de aluminio (GYANESHWAR et al.,
2002).

Com relacdo ao aspecto genético da solubilizagdo, Goldstein (1986) acredita ser
razoavel a existéncia de um sistema genético nas bactérias que auxiliaria 0 acesso aos
minerais disponiveis no meio externo. Portanto, ferramentas de genética moleculares tém sido
utilizados para se entender a base genética da solubilizagdo de fosfato; caracteristica
fenotipica conferida pelo gene mps (mineral phosphate solubilization) (BABU-KHAN et al.,
1995).

Chabot et al. (1998) introduziram a capacidade de solubilizagdo em microrganismos
que ndo expressavam essa caracteristica, obtendo resultados positivos em relacdo ao
crescimento vegetal. Mas, ndo se pode esperar que a solubilizacdo de fosfatos seja expressa
por um unico gene ou por um grupo de genes e que seja comum a todos 0s microrganismos

solubilizadores (NARLOCH, 2002).
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Diversos microrganismos conseguem solubilizar o K através da decomposicdo de
minerais silicados. Hungria e Urquiaga (1992) relatam em sua revisdo o crescimento de
Bacillus, Pseudomonas, Aspergillus e Penicillium em meio de cultura deficiente em K, ao
qual se adicionou uma rocha. Os mesmos autores relatam que o K pode ser liberado de
minerais como biotita, muscovita, ortoclasio entre outros. Wallander e Wickman (1999)
relatam a utilizagdo de K de biotita e microclinio por ectomicorrizas em Pinus e Yuan et al.
(2004) relatam utilizacdo de flogopita e vermiculita em eucalipto por fungos ectomicorrizicos.

A liberagdo do K desses minerais ocorre principalmente pela acéo de acidos organicos
e inorganicos produzidos pela atividade bioldgica (WALLANDER; WICKMAN, 1999;
HARLEY; GILKES, 2000; YUAN et al., 2004) que agem pela liberacido de H* ou como
complexantes. Por outro lado, a propria remocgdo do K soltvel pela assimilagdo microbiana
favorece a liberagdo do K dos minerais, aumentando o gradiente de concentragcdo durante a

reacdo de hidrolise dos minerais (ALEXANDER, 1980; HARLEY; GILKES, 2000).

1.5  Selecdo de Microrganismos e Producéo de Inoculantes

Duas estratégias tém sido aplicadas para a utilizagdo dos microrganismos
solubilizadores: (1) o isolamento e cultivo de microrganismos a partir do solo, ou de locais de
interesse, por exemplo, de rochas, e (2) a manipulacdo das condi¢bes de cultivo dos
microrganismos.

A atividade de solubilizagdo dos organismos tem despertado o interesse de

pesquisadores e produtores, para o desenvolvimento e aplicacdo de inoculantes microbianos,
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como forma de favorecer a disponibilidade de nutrientes existentes no solo ou adicionados na
forma de fertilizantes pouco soltveis como, por exemplo, o pé de rocha.

Recentemente, um conceito alternativo tem surgido, sendo denominado de
“manipulacdo bioldgica”, o qual reconhece o papel regulatério da populagdo biologica em
varios processos no ambiente. Sob essa nova concepg¢do, 0 aumento da manipulacdo de
atividades da biota no solo se tornou um componente adicional na prética de manipulagdo dos
solos (SWIFT, 1999).

A base biolédgica do solo vem sendo explorada incessantemente, para 0 conhecimento
da genética, fisiologia, bioquimica e ecologia dos organismos presentes no solo, para
propdsitos praticos. Muitas tecnologias bioldgicas para o solo tém sido eficientes, como a
inoculacdo de micro-simbiontes e organismos rizosféricos, o controle bioldgico, a
manipulagéo de processos de compostagem, entre outros.

O uso da inoculagdo microbiana na agricultura, como forma de “manipulagdo
bioldgica”, teve inicio com as leguminosas, devido a sua associagdo com bactérias fixadoras
de nitrogénio. A inoculacdo ja ocorria no principio do século XIX, na Inglaterra, quando o
transporte de terra era realizado de um local para outro, com o objetivo de enriquecer uma
nova area para agricultura. O inicio de sua produgdo ocorreu na primeira metade do século
XX, sendo o primeiro inoculante produzido em agar, mas devido a fragilidade da embalagem,
a necessidade de manutencdo em baixa temperatura e a pouca durabilidade, sua difusdo e
utilizacdo foi limitada (ARAUJO; HUNGRIA, 1994).

Somente no final da década de 20, com o uso da turfa como veiculo para o inoculante,
houve um incremento na utilizacdo desse insumo. Outros veiculos de inoculagdo foram
testados, como Oleo diesel, 6leo mineral e querosene, mas Aradjo e Hungria (1994) relatam
que ndo foram eficientes. Atualmente os tipos de veiculagdo de inoculante mais conhecidos

sdo as formas liquidas e em substrato solido, em geral turfa. No caso de fungos micorrizicos
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estd se testando a forma encapsulada, pois demonstram maior viabilidade do indculo,
facilidade de manuseio e armazenamento e menor volume a ser utilizado (MAUPERIN et al.,
1987; ROSSI; OLIVEIRA; SOUZA, 2002; ROSSI; OLIVEIRA; FURIGO JUNIOR, 2007).

Para que a inoculacéo seja bem sucedida, além de um bom veiculo de inoculacéo, é
necessario que o inoculante apresente um numero de células viaveis que tenham condicoes
para colonizar o solo (CLARK; PAUL, 1988), mesmo na presenca das populacdes nativas de
microrganismos. Portanto, deve-se pensar em estratégias que permitam o estabelecimento do
numero de uma populacdo desejada.

A producdo de inoculante requer rigor nos estigios de selecdo, propagacdo e
manipulacdo de isolados eficientes. O rigor tem que ser estendido ao estadgio onde 0 uso
controlado possa ser previsto como a aplicacdo em larga escala. Entretanto, isto requer que a
producdo do indculo seja economicamente vidvel, tenha qualidade constante, e forma de
armazenamento por longos periodos sem a perda da capacidade de infeccdo (MAUPERIN et
al., 1987).

Assim, a busca por isolados que apresentem alto potencial de solubilizacdo e

colonizagdo do solo, & uma tarefa constante.



OBJETIVOS

Objetivo geral

v Obter microrganismos capazes de liberar potassio e fésforo presentes em rochas,

produtos e rejeitos de mineragéo.

Objetivos especificos

v Quantificar e isolar microrganismos solubilizadores de nutrientes presentes em
produtos e rejeitos de mineragéo;

v" Selecionar e avaliar o potencial de isolados microbianos na promocdo da
disponibilidade de potassio e fosforo em p6 de rochas, produtos e rejeitos de mineragdo, em
teste in vitro; em meio de cultura liquido;

v Selecionar rochas e microrganismos no suprimento de fésforo e potassio no

cultivo de alface em condicGes de substrato estéril.



CAPITULO 2

MICRORGANISMOS SOLUBILIZADORES DE FOSFATO EM PRODUTOS E

REJEITOS DE MINERACAO

2.1 INTRODUCAO

Os microrganismos apresentam uma imensa diversidade genética e estdo
associados a diversos processos ecologicos, desempenhando fungdes cruciais na manutencéo
do ecossistema. S&o, assim, componentes fundamentais da cadeia alimentar e dos ciclos
biogeoquimicos (SCHIMEL, 1995; MYERS, 1996; ZILLI et al., 2003).

A diversidade genética e metabolica dos microrganismos tem sido explorada ha
muitos anos visando a obtencdo de produtos biotecnologicos, como antibioticos
(estreptomicina, penicilina etc.), alimentos naturais (cogumelos) e processados (queijo,
iogurte, vinagre, molho de soja, vinho, cerveja etc.), &cidos organicos (citrico e fumarico),
alcoois (etanol), e de processos tais como tratamento e/ou remediacdo de residuos (esgotos
domésticos, lixo), controle biologico de pragas e doencas de plantas e a fertilizacdo do solo
(fixac&o biologica do nitrogénio) (CARDOSO; TSAI; NEVES, 1992).

A descoberta de microrganismos com potencial para participar de processos
biotecnoldgicos traz beneficios econdmicos, como a descoberta de novos antibioticos e
agentes terapéuticos; probidticos; produtos quimicos; enzimas e polimeros para aplicacoes

industriais e tecnoldgicas; biorremediacdo de poluentes; e biolixiviagdo e recuperacdo de
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minérios. Pode-se citar, ainda, a otimizacdo da capacidade microbiana para a despolui¢do das
aguas e a fertilizacao dos solos, dentre outras buscas (LIMA, 2002).

Apesar de sua grande importancia na manutencao da biosfera, estima-se que menos de
10 % dos microrganismos existentes no planeta tenham sido descritos e caracterizados
(STALEY; GOSINK, 1999). Com o desenvolvimento da pesquisa basica, espera-se uma
maior compreensdo da diversidade microbiana e de suas interagbes com componentes da
natureza, como as plantas, por exemplo.

O valor biotecnologico dos microrganismos, avaliado pelo potencial de aplicacdo
direta em processos ou pelo valor de mercado dos produtos obtidos das atividades
microbianas. O valor indireto das biotecnologias baseadas em processos microbianos,
contudo, é raramente contemplado, tais como os beneficios ambientais e sociais oriundos
dessa atividade (SCHIMEL, 1995).

O uso de microrganismos capazes de liberar nutrientes de formas minerais insoluveis,
aliado ao uso de po de rochas, constitui uma alternativa viavel a utilizagdo de adubos soluveis
na nutricdo de plantas, promovendo o aumento da producdo e a reducdo de custos de
producdo e de danos ambientais (PINHEIRO; BARRETO, 1996; THEODORO, 2000).

O trabalho de selecdo de microrganismos disponibilizadores de nutrientes vem sendo
realizado pelo Laboratorio de Microbiologia do Solo (UFSC) ha varios anos, na busca de
bons isolados microbianos e tendo em vista a producdo de inoculante. Para se atingir esse
objetivo, as pesquisas iniciam-se com a avaliacdo das populacGes de microrganismos
presentes nos materiais de interesse, seguindo-se do isolamento para obtencdo de culturas
puras e da posterior avaliacdo de sua capacidade solubilizadora.

Nesse ambito, esse trabalho teve como objetivo avaliar populagcdes microbianas

presentes em produtos e rejeitos de mineracdo, isolar e selecionar microrganismos
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solubilizadores dessas populacOes e avaliar o efeito da inoculagdo desses microrganismos, em

plantas crescendo sob condicGes de casa de vegetacao.

22 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Material utilizado

Amostras de rejeito e produtos de mineracdo foram coletados no Estado de Santa
Catarina com auxilio e orientagdo do Prof. Edison Tomazzoli do Departamento de Geografia
da Universidade Federal de Santa Catarina. A descricdo dos materiais e Seus respectivos

locais de coleta sdo apresentados na tabela 2.1.

Tabela 2.1. Origem dos rejeitos e produtos de mineragao.

Amostras Empresa Local

Alterito de rochas alcalinas BUNGUE Rio Pinheiro/Anitapolis - SC
Alterito de biotitito BUNGUE Rio Pinheiro/Anitapolis - SC
Rejeito de mineragéo IBIRAMA Aguas Mornas - SC

Material separado do rejeito IBIRAMA Aguas Mornas - SC

Lama da lavagem da areia artificial SAIBRITA Forquilhas/S&o José - SC

Pé de granito SAIBRITA Forquilhas/Sao José - SC
Lama da lavagem da areia artificial SUL CATARINENSE Sorocaba/Biguagu - SC
Areia ndo lavada SUL CATARINENSE Sorocaba/Biguagu - SC

P6 de rocha PEDRITA S&o Miguel/Biguacu - SC

Fonolito moido PORTO BELO Lages - SC
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2.2.2 Avaliagdo da populacgédo de microrganismos solubilizadores

A populagdo de microrganismos solubilizadores de fosfato presentes nas amostras foi
avaliada pela técnica de diluicdo decimal e cultivo em meio de cultura. De cada amostra,
foram separados 10 g de material que foram colocados em frascos contendo 95 ml de agua
destilada estéril. Esse procedimento foi realizado em triplicata para cada amostra analisada.

As unidades experimentais (frascos contendo agua destilada estéril e amostra) foram
colocadas sob agitagcdo constante para homogeneizacdo, por 30 minutos, em uma mesa
agitadora.

A partir da suspensdo, transferiu-se 1 ml para tubo de ensaio contendo 9 ml de agua
destilada esterilizada, obtendo-se, ap6s agitagdo manual, a diluicdo 10'. Um ml dessa diluicéo
foi transferido para outro tubo contendo 9 ml de agua destilada esterilizada, obtendo-se a
diluicdo 10% e assim sucessivamente até obtencdo da diluic&o 10’

De cada diluigdo transferiu-se 1 ml para uma placa de Petri esterilizada. Em seguida,
foram adicionados a placa 10 ml de meio de cultura glicose extrato de levedura - GEL
(SYLVESTER-BRADLEY et al., 1982; modificado por SILVA FILHO, 1998) (Anexo A)
fundido e resfriado a £ 50 °C, ao qual tinha sido adicionados 1 ml de K;HPO4 a5 % e 1 ml de
CaCl, a 10 %. A mistura foi homogeneizada com a diluicdo, seguindo o procedimento da
técnica Pour Plate. Apos a solidificacdo do meio, as placas foram invertidas e incubadas em
incubadora BOD a 251 °C por 72 h. Para cada diluicdo foram preparadas trés placas.

Apls esse periodo de incubacdo, realizou-se a contagem das colonias que
apresentavam um halo transparente em volta, caracterizando a presenca de microrganismos
solubilizadores de fosfato (KUCEY, 1983). Os resultados foram expressos em unidades

formadoras de colonia por grama de amostra (UFC g™).
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Os dados foram submetidos a analise de variancia de acordo com o delineamento
completamente casualizado com trés repeticOes e trés determinagdes para cada repeticdo e as

médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey a 5 %. Para a realizacdo da

analise, os dados foram transformados pela férmula +x+1, onde X corresponde ao numero de

UFC.

2.2.3 Obtencao dos isolados

Das placas de contagem foram selecionadas as coldnias com caracteristicas que
indicavam solubilizacdo do fosfato, definidas pelo tamanho do halo em relacdo ao didmetro
da col6nia. Apoés a selecdo das colbnias, procedeu-se ao isolamento, utilizando-se o método
de esgotamento por estrias compostas, com o0 auxilio de uma alca de platina esterilizada para
espalhar o inéculo na superficie de 10 ml de meio GEL suplementado com fosfato de célcio,
em placa de Petri. O processo foi repetido até obtencdo de coldnias puras, homogéneas a olho
nu. Esse procedimento foi realizado por, no minimo, cinco vezes.

Os isolados que mantiveram a capacidade de solubilizacdo apds os repiques foram

mantidos e cultivados continuamente no meio GEL em tubos e armazenados a 4 °C.

2.3  RESULTADO E DISCUSSAO

2.3.1 Populag6es de microrganismos solubilizadores

O material foi inoculado no meio de cultura em que a Unica fonte de fésforo era

constituida por fosfato insoltvel, composto este que forma um precipitado branco tornando o

meio opaco. Ao crescerem, as colbnias que dissolveram o fosfato, formaram um nitido halo
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transparente em torno de cada colbnia, o que foi suficiente para que a espécie em questdo
fosse considerada solubilizadora de fosfato (EIRA, 1992).

Partindo-se do principio de que os materiais (rejeito de minas ou rochas) semeados
foram obtidos de ambientes pobres em formas sollUveis de fosfatos, havia grande
possibilidade de existir nesses locais microrganismos capazes de obter o fosforo necessario a
partir das fontes insolUveis presentes. Assim, foi observado que populacdo de microrganismos
solubilizadores de fosfato variou de 0 a 3 x 10° UFC g, e que o nlimero de microrganismos
diferiu entre as diferentes amostras (Tabela 2.2). Tal diferenca pode estar relacionada com o
teor de nutriente presente em cada material.

Esses valores sdo menores que os encontrados em solos e podem estar relacionados as
caracteristicas do material utilizado, que apresenta baixo teor de matéria organica. Resultados
semelhantes foram observados por Arbieto (2005).

N&o houve relagdo entre os resultados e a origem das amostras, pois materiais
coletados no mesmo local, como o alterito de rochas alcalinas e o alterito de biotitito,
apresentaram valores diferentes. O primeiro apresentou 0 maior nimero de microrganismos
solubilizadores de fosfato (MSF), enquanto que no outro material ndo foi detectado presenca
desses microrganismos. O alterito de biotito apresentou abundancia de um unico tipo de
microrganismo, que foi selecionado para avaliagdo da capacidade de solubilizagdo, mesmo
nédo tendo apresentado essa capacidade na etapa de isolamento (MSF-366).

Comparando-se esses resultados com os de Arbieto (2005), observa-se um numero
semelhante de microrganismos na maioria dos materiais. Em alguns casos, porém, esse
namero foi maior, fato este que esta relacionado ao tratamento diferenciado a que foi
submetido o material de analise. No presente estudo, o material ndo foi moido ou seco, e a

origem do material (rejeito de rocha) apresentava certo grau de materia organica.
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Tabela 2.2. PopulagGes de microrganismos solubilizadores de fosfato em produtos e rejeitos
de mineragéo.

= Amows _____________ _UrCo
Alterito de rochas alcalinas — Bungie 30x10° a¥
Rejeito de mineracdo — Ibirama 2,3x10% a
Material separado do rejeito — Ibirama 1,5 x 10° ab
Lama da lavagem da areia artificial — Saibrita 2,4 x 10° ab
P6 de granito — Saibrita 1,4 x 10° ab
Fonolito moido — Porto Belo 1,2x 10% ab
Areia ndo lavada — Sul Catarinense 6,1 x 10" b
P6 de rocha — Pedrita 5,6 x 10°b
Lama da lavagem da areia — Sul Catarinense 2,2x10%b
Alterito de biotitito — Bungue 0b

W Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05%).

Os nameros de microrganismos encontrados em produtos e rejeitos de mineracao sao
inferiores aqueles de microrganismos solubilizadores de fosfato de vida livre encontrados em
solos. Neste ultimo caso, 0os numeros de microrganismos que tém sido relatados encontram-se
entre 10* a 10" propagulos por g*, dependendo das condicdes de fertilidade, do pH, da
temperatura, do manejo do solo e do método de avalia¢do (SILVA FILHO; VIDOR, 2001,
DOYLE; SCHARF; SILVA FILHO, 1990; EIRA, 1992; SILVA FILHO et al., 1993). Esse
nimero elevado, presente no solo e na rizosfera, comparado ao encontrado nos materiais e
rejeitos de rochas, pode estar relacionado principalmente as diferencas nos teores de matéria
orgdnica e a presenca de exsudatos das plantas no caso do solo (SPERBER, 1958;

AGNIHOTRI, 1970).
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2.3.2 Isolamento

Das 24 coldnias de microrganismos selecionadas, a maior parte era de bactérias (15) e
9 fungos, assim caracterizados pela observacdo de suas estruturas em microscopio optico.
Estudo semelhante conduzido por Kucey (1983), em solo, também indicou o predominio no
isolamento de bacteérias solubilizadoras.

Quatorze isolados que mostraram habilidade de solubilizar fosfato deixaram de
apresentar essa caracteristica apds as sucessivas repicagens. Observacdo também relatada por
Kucey (1983), llimer e Schinner (1992), principalmente em relacdo aos isolados de bactérias.
De forma semelhante, todos 0s microrganismos que apresentaram esse comportamento no
presente estudo foram isolados de bactérias, e destes apenas um manteve a habilidade
solubilizadora, tendo sido incluido na colegdo de culturas de MSF do Laboratorio de
Microbiologia do Solo (Tabela 2.3).

Das dez amostras de produtos e rejeitos de mineracdo avaliadas, cinco contribuiram
com isolados. A amostra da empresa Saibrita contribuiu com quatro isolados, a Sul
Catarinense e a Ibirama (rejeito de mina) com dois isolados cada e o material Ibirama
(material separado) e Bungue (alterito de biotitito) contribuiram com um isolado cada (Tabela
2.3).

Tabela 2.3. Isolados de MSF obtidos de produtos e rejeitos de mineragao.

Isolados Grupo Origem

MSF 357 Fungo Pé de granito — Saibrita

MSF 358 Fungo Areia ndo lavada — Sul Catarinense
MSF 359 Bacteria Material separado do rejeito — Ibirama
MSF 360 Fungo Pé de granito — Saibrita

MSF 361 Fungo Areia ndo lavada — Sul Catarinense
MSF 362 Fungo Rejeito de mineracgdo — Ibirama
MSF 363 Fungo Rejeito de mineracgdo — Ibirama
MSF 364 Fungo Pé de granito — Saibrita

MSF 365 Fungo P6 de granito — Saibrita

MSF 366 Fungo Alterito de biotitito — Bungue
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CONCLUSOES

O numero de microrganismos solubilizadores de fosfatos em produtos e rejeitos de
mineragdo é inferior aos numeros encontrados em amostras de solo.
A maior parte dos microrganismos, particularmente as bactérias, perde a capacidade

de solubilizar fosfatos ap0s sucessivas sub-culturas.



CAPITULO 3

AVALIACAO DO POTENCIAL DE MICRORGANISMOS EM PROMOVER A
DISPONIBILIDADE DE NUTRIENTES CONTIDOS EM ROCHAS, REJEITOS E

PRODUTOS DE MINERACAO IN VITRO

3.1 INTRODUCAO

Os microrganismos sdo componentes vitais de todos os ecossistemas. No solo,
cumprem papel importante no fluxo energético, na produgdo de metabdlitos, na estruturacdo
do solo e na ciclagem de nutrientes essenciais ao crescimento das plantas (CLARK; PAUL,
1988). Entretanto, tém sido, até o presente, frequentemente negligenciados na agricultura
convencional.

Uma das etapas classica do processo de busca e descoberta de microrganismos com
potencial de uso biotecnoldgico passa pela coleta do material biologico, seguida da selecéo e
triagem das caracteristicas desejadas, selecdo final do(s) melhor(es) candidato(s) a partir de
uma lista reduzida de opcdes. Esse processo culmina com o desenvolvimento de um produto
comercial ou processo industrial (BULL; WARD; GOODFELLOW, 2000).

Para serem utilizados em um programa de inoculag¢do controlada visando a promogéo
de nutrientes para as plantas, os microrganismos devem apresentar capacidade ou potencial de

solubilizacdo de diferentes fontes de nutrientes e com alta eficiéncia. O processo de sele¢éo
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deve levar em conta o grande numero de diferencas ecoldgicas e fisiologicas apresentada
pelos microrganismos, utilizando-se, para isto, 0 maior numero de isolados possiveis e de
diferentes locais coletados.

Diferencas na capacidade e no potencial dos microrganismos na solubilizacdo de
nutrientes contidos em rochas sdo afetadas por varios fatores (BANIK; DEY, 1982; DOYLE;
SCHARF; SILVA FILHO, 1990), dentre eles o tipo de mineral presente em sua composi¢ao
(BIGARELA; BECKER; dos SANTOS, 1994). Sendo assim, €é essencial testar 0s
microrganismos quanto a esse potencial, a partir de diferentes rochas disponiveis na regido.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o potencial dos microrganismos em
solubilizar fésforo e potassio em meio de cultura, a partir de rochas, produtos e rejeitos de

mina, provenientes do Estado de Santa Catarina.
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3.2 MATERIAL E METODOS

Vinte e trés isolados pertencentes a colecdo do Laboratorio de Microbiologia do Solo,
do Departamento de Microbiologia e Parasitologia da Universidade Federal de Santa Catarina
(Tabela 3.1), foram avaliados quanto ao potencial em liberar fésforo e potassio em meio de
cultura GEL liquido (SYLVESTER-BRADLEY et al., 1982) modificado (Anexo A),
suplementado com diferentes tipos de rochas, rejeitos ou produtos de mineracdo (Tabela 3.2)
previamente moidos em moinho de bolas de porcelana.

As rochas e materiais utilizados compreenderam fondlitos das empresas Porto Belo e
Rio Deserto (PBFono e RIOFono), que apresentavam em sua constitui¢ao feldspato de K (75
%), piroxénio (15 %) e nefelina (10 %); residuos com ferro e residuo leve da empresa
Ibirama (IBRF e IBRL), resultantes do processamento de monzogranitico, pegmatito
granitico, gnaisse granodioritico, gnaisse monzogranitico, que sdo constituidos de quartzo (30
a 40 %), feldspato de K (14 a 40 %), plagioclasio (10 a 35 %), microclinio (10 %), biotita (5 a
20 %), sericita (0 a 5 %) e muscovita (0 a 5 %); p6 de rocha da britagem de monzogranito
da empresa Pedrita (PEDPO), com quartzo (30 a 40 %), feldspato de K (30 a 35 %) e
plagioclasio (20 a 35 %); lama da lavagem de p6 de monzogranito e monzogranito grosso
da empresa Saibrita (SBLA)com quartzo (25 %), plagioclasio (20 a 30 %), feldspato de K
(30 %), microclinio (10 a 15 %) e biotita (4 a 5 %); flogopita (Flo) (olivina flogopita
melititito) com flogopita (40 %), olivina (22 %), melilitita (25 %); lama da lavagem de pé de
rocha de monzogranito da empresa Sul Catarinense (SULLA) com quartzo (35 %),
feldspato de K (20 a 30 %), plagioclasio (30 a 40 %) e biotita (2 a 3 %); Andesito (AndSJLA)
(Quartzo latito) com plagioclasio 25 %, feldspato de K (15 %); alterito de rochas alcalinas e

de biotito da empresa Bungie (BUNARA e BUNAB); biotito (apatita biotita peroxenito)
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da empresa Bungtie (BUNBIO) com biotita (50 %), clinopiroxénio (45 a 54 %), apatita (10 a
19 %) e brecha carbonatitica com siltito/argelito (30 %), carbonato (50 %) e barito (10 %).

Com a finalidade de diminuir a quantidade de potassio (K) no meio de cultura,
realizou-se a troca do KNO3; por NH4NOg3 e utilizou-se uma menor quantidade de extrato de
levedura (1g por 1000 ml de meio de cultura GEL).

Dos isolados que foram utilizados, dez (10) foram obtidos da etapa de contagem e
isolamento de microrganismos solubilizadores nas diferentes amostras de rejeitos e produtos
de mineragdo (Capitulo 2). Os outros isolados foram selecionados a partir dos resultados
obtidos por Arbieto (2005), Narloch (2002) e Silva Filho (1998).

Tabela 3.1. Procedéncia e classificacdo dos microrganismos solubilizadores de fosfato,
pertencentes a colecdo de culturas do Laboratorio de Microbiologia do Solo — UFSC.

Isolados Procedéncia Classificagao
MSF 62 Prunus persica Penicillium sp.
MSF 85 Vitis vinifera Pseudomonas sp.
MSF 249 Eucalyptus sp. Bacillus sp.
MSF 293 Eucalyptus sp Paecilomyces sp.
MSF 305 Pinus taeda Aspergillus sp.
MSF 331 Lactuca sativa -3
MSF 341 Lactuca sativa -@3
MSF 344 P6 de Rocha -&3)
MSF 345 PG de Rocha - &9
MSF 348 P6 de Rocha - @3
MSF 351 P6 de Rocha - @3
MSF 352 PG de Rocha - &9
MSF 353 P6 de Rocha -3
MSF 357 Produtos e Rejeitos - 434
MSF 358 Produtos e Rejeitos - 434
MSF 359 Produtos e Rejeitos - &34
MSF 360 Produtos e Rejeitos - 434
MSF 361 Produtos e Rejeitos - 434
MSF 362 Produtos e Rejeitos - 439
MSF 363 Produtos e Rejeitos - 439
MSF 364 Produtos e Rejeitos - 434
MSF 365 Produtos e Rejeitos - 439
MSF 366 Produtos e Rejeitos - 434

Y Fungo

% Microrganismos ndo submetidos ao processo de identificacao.

{
@ Bactéria
(
“) Microrganismos procedentes do estudo descrito no capitulo 2.
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Tabela 3.2. Materiais e rochas utilizadas e teor de fésforo e potassio.

Amostras Siglas % K %P
Fonolito — Porto Belo PBFono 54 <0,1
Fonodlito — Rio Deserto RIOFono 54 <0,1
Ibirama — Residuo com Ferro IBRF 4,2 0,1
Ibirama — Residuo Leve IBRL 4,1 0,1
Pedrita - P6 de rocha PEDPO 4,1 <0,1
Saibrita — Lama de lavagem SBLA 4,0 0,1
Flogopita Flo 3,7 0,3
Sul Catarinense — Lama de lavagem SULLA 3,7 <0,1
Andesito AndSJLA 3,0 0,2
Bungue — Alterito de Rochas alcalina BUNARA 1,8 3,6
Bungue — Alterito de Biotito BUNAB 1,2 3,8
Bungue - Biotito BUNBIO 3,9* 4,3*
Brecha Carbonatitica BCARLA 3,7* 0,3*

- Analises realizadas por SGS Geosol Laboratério LTDA;
-* Segundo Scheibe (1986);

O experimento foi conduzido em delineamento fatorial completamente casualizado
com 14 fontes de nutrientes (13 rochas e uma testemunha, ndo suplementada com p6 de rocha,
rejeitos ou produtos) e 24 tratamentos de inoculagdo (23 isolados microbianos e uma
testemunha ndo inoculada), com trés repetices por cada combinagéo.

A unidade experimental foi constituida por frascos de cor &mbar com capacidade de
100 ml, previamente lavados com acido cloridrico (1N) e enxaguados varias vezes com agua
destilada. Em cada frasco foram adicionados 50 ml de meio GEL, suplementado ou ndo com
0,5 g de pd dos materiais ou rochas, de acordo com o tratamento. Os frascos foram fechados
com rolhas de algodao, identificados e esterilizados a 121 °C por 20 minutos.

Antes de serem adicionados aos frascos com o meio e as rochas, os isolados foram
repicados para 3 ml de meio GEL inclinado em tubos, incubando-se a 25 + 1 °C durante 72 h.
Apos a incubacgdo, adicionaram-se a cada tubo, 3 ml de &gua esterilizada, seguindo-se de
agitacdo manual até obter-se uma suspensdo microbiana homogénea. Dessa suspens&o,
utilizou-se 0,1 ml para inocular 0 meio contido nos frascos.

Apos inoculagéo, as culturas foram incubadas em incubadora BOD a 25 + 1 °C durante

15 dias. Apos esse periodo de incubacdo, o meio foi centrifugado a 3.000 rpm por 10 minutos
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(Centrifuge PLC serie), utilizando-se para determinacdo do teor de fosforo e potassio, de
acordo com metodologia descrita por Tedesco et al. (1995), relatada a seguir.

Para determinacdo do teor de fosforo, aliquotas de 1 ml do sobrenadante foram
transferidas para copos plasticos descartaveis, adicionando-se 2 ml de agua destilada, 3 ml da
solucdo de molibdato de amonio (Anexo B) e trés gotas de uma solu¢do acido 1-amino-2-
naftol-4-sulfénico (Anexo C). Essa mistura permaneceu em repouso por aproximadamente 15
minutos, seguindo-se a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro da marca Jenway®,
modelo 6100, em comprimento de onda de 660 nm. Os valores foram transformados em pug de
P por litro de meio de cultura (ug L™), através de equagéo de regressao, obtida a partir de uma
curva padréo obtida com o uso de solugdes com concentragdes de P conhecidas.

A determinacdo do teor de potassio no meio de cultura foi realizada transferindo-se
igualmente 1 ml do meio sobrenadante para copos plasticos descartaveis, adicionando-se, em
seguida, 10 ml de &gua destilada. Realizou-se entdo a determinacdo da emissédo de luz em
fotdmetro de chama da marca Analyser, modelo 910. Os valores foram transformados em pg
de K por litro de meio de cultura (ug L™), através da equagdo de regresséo, obtido a partir de
uma curva padréo, obtida por concentracGes de K conhecidas.

As curvas padrdes de fosforo e potassio foram obtidas através da leitura de aliquotas
de soluco padrdo que continham 0,0 - 1,0 -2,0-35-5,0-7,0-8,5¢€ 10,0 ug ml™*de P e
0,0-2,0-4,0-6,0-28,0-10,0 ug ml*de K (Anexo D).

O teor de fosforo e potassio solubilizado foi obtido subtraindo-se, respectivamente do
valor determinado de cada tratamento, o teor de nutriente determinado no tratamento
testemunha sem inoculacdo e sem a presenca de rocha (apenas meio de cultura); o valor do
tratamento testemunha com rocha (tratamento com rocha e sem inoculagdo) subtraido do
valor da testemunha (tratamento inoculado sem a rocha) e o valor da respectiva testemunha

inoculada (tratamento inoculado sem rocha), subtraido do valor da testemunha (tratamento
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sem rocha e sem inoculagéo); conforme férmula a baixo usada para quantificar o teor de P e K
solubilizados no meio de cultura.

NSI;R; = NMI;R; — NMO0O — (NMI,0 — NM00) — (NMOR, — NM00)

Onde:

NSI,R, = Teor do nutriente solubilizado no meio de cultura pelo isolado A na presenca
da rocha A.

NMI;R, = teor do nutriente no meio de cultura do isolado A na presenga da rocha A.

NMOO = teor do nutriente no meio de cultura ndo inoculado e sem rocha.

NMI,0 = teor do nutriente no meio de cultura do isolado A sem rocha.

NMOR, = teor do nutriente no meio de cultura com a rocha A sem inoculagao.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey (p < 0,05) com auxilio do programa SISVAR, versdo 4.6, desenvolvido pela
Universidade Federal de Lavras. Andlise de correlacdo foi aplicada entre as médias de fosforo
e potéassio solubilizados pelos MSF, utilizando-se o programa Microsoft Excel® e a
significancia do coeficiente de correlagéo foi verificada através de método descrito por Steel e

Torrie (1960).

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores de potéssio e fosforo foram influenciados pela presenga de microrganismos
solubilizadores de fosfato e do tipo de rochas, ocorrendo interagfes significativas entre

microrganismos e rocha (Tabelas 3.3 e 3.4).
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3.3.1 Potéssio solubilizado no meio de cultura

Considerando-se as médias gerais obtidas com as rochas e materiais, observou-se
efeito positivo de liberacdo de potassio em nove das treze avaliagdes. As maiores quantidades
de potéassio solubilizado foram verificadas nos meios contendo os dois fondlitos (PBFono e
RIOFono) com 57 e 56 pg ml™ respectivamente, seguidos pelo meio com biotito (BUNBIO)
com 38 pug ml™ (Tabela 3.3).

Embora Arbieto (2005) tenha verificado efeito positivo do teor de K com relagdo ao
mineral presente nas rochas, o mesmo ndo foi observado neste estudo. Apesar de 0s
tratamentos com maior quantidade de potassio solubilizado terem sido aqueles com as rochas
que apresentavam os maiores teores de K (5,4 %), outros tratamentos contendo materiais com
3,7 a 4,2 % desse elemento, como PEDPO, BCARLA, IBRT e IBRF ndo apresentaram
solubilizacdo detectavel, mesmo que o mineral constituinte como fonte de K presente em
maior quantidade fosse 0 mesmo contido nos primeiros (feldspato).

Comparando-se os valores de K solubilizados pelos microrganismos, onze dos
isolados promoveram um aumento da solubilizacdo em relacdo a testemunha sem inoculacéo.
Desses, oito isolados se destacaram (MSF-357, MSF-365, MSF-331, MSF-364, MSF-305,
MSF-360, MSF-362, MSF-363) com variacéo do teor de potéssio de 45 a 36 pg ml™ (Tabela
3.3). Doze isolados, representando 52 % do total, apresentaram teores de potassio no meio

GEL estatisticamente semelhantes aos da testemunha ndo inoculada.
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Tabela 3.3. Teor de K (ug ml ™) solubilizado no meio glicose extrato de levedura - GEL, suplementado com pé de rochas, rejeitos e produtos de mineracio
inoculado com microrganismos solubilizadores, apds 15 dias de incubac&o.

Rochas™ L
Isolado 5 T RIOFono BUNBIO AndSILA BUNAB Flo BUNARA SULLA SBLA _ PEDPO BCARLA IBRF IBRL Test  \Vedia

MSF 357 140ab A® 133abA 134aA 29acC 24abCD 8l1aB 24aCD 22adCD 18abCD 11aCD 1aD 5aCDh 1aD O0aD 45a
MSF 365 131bA 135ab A 122abA 32aC 24abCD 76abB 22abD 26abD 21aCD 13aCD 5aD 6aCD 4aD 0aD 44ab
MSF 331 142abA 156aA 110acB 28acD 23abDE 66acC 24 aDE 21ae DE 14abDE 13aDE 3aDE 5aDE 3aDE 0OaE 43ab
MSF 364 135abA 129ab A 117acA 26,8adCD 27aC 71abB 23aCD 23adCD 19abCD 11aCD 1aCD 2aCD 2aCD 0aD 42ab
MSF 305 164aA 123bB 89cC 23aeDE  23abDF 40cdD 22abDF 20aeDF 22aDF 8aEF -4aEF 2aEF laEF 0OaF 38ab
MSF 360 128b A 127abA 89cB 30abCD 21abDE 54adC 18abDE 27aDE 17abDE 9aDE 2aE OaE laE OaE 37ab
MSF 362 125b A 106 bA 105bcA 26adBC 24abBD 47bdB 20abCD 25acBD 22aBD 13aCD -2aD 5aCD 3aCD 0aCD 37ab
MSF 363 117bAB 131abA 92cB 27adCD 23abCE 35cC 19abCE 27aCD 18abCE 14aCE -2aE 4aDE 4aDE 0aDE 36b
MSF 293 62 cd A 43cd AB 55dA 17aeBC 11abC -18efD 10abC 10afC -3abCD 3aCD 5acCD 2aCD 0aCD 0aCD 14c
MSF 358 76CA 59c A 28deB 13aeBC 15abC 3eBC 8abBC -3cfC -4abC 3aBC 0aC -7aC -3aC 0aC 13cd
MSF62 67cdA 46 Cc A 42d A 143e AB 11abAB -19efC 7abAB 2afAB 0OabAB 2aAB 1aAB laAB -2aAB 0aAB 12cd
MSF 366 18efAD 39deA 37dAB 11aeBE 21abAC -11efE 19abAD -8efDE -8bDE -2aCE -1aCE -8aDE -4aCE 0aCE 7ce
MSF 249 40de A 41cdA -5fthB 12ae B 9abB -15efB 0OabB lafB -3abB 4aB -4aB 1laB -2aB 0aB 6df

MSF 351 6fA 8fA 2egA TaeA 3abA -15efA 2abA 0af A 8abA 7aA 8aA 4aA 5aA 0aA 3eg
MSF85 3fA 11fA 6ef A 3aeA 2abA  -1l1efA 0OabA 2afA  4abA 2aA 3aA laA O0QaA 0aA 2eg
MSF 341 13efA 4fA -1eh AB 5aeA 4abA -26fB 3abA -3bfAB -3abAB 4aA 3aA 1aAB -8aAB 0aAB 0Oeg
MSF 345 5fA 10TA -2fhAB 6aeA ObAB -23efB -3abAB -2afAB 2abAB 4aAB 6aA 3aAB 1aAB 0aAB 0Oeg

MSF 352 2fAB 1l4efA -7fhAB 1be AB labAB -21efB 0OabAB O0afAB -labAB 2aAB 1aAB 0aAB 3aAB 0aAB 0Oeg
MSF 361 0fAB 16efA -12fhB -5eAB labAB -14efB -2abAB -5dfAB OabAB -1aAB 0aAB -l1aAB -2aAB 0aAB -2fg

MSF 359 2fA 0fA -28hB -2deAB O0bA 9efAB -3abAB O0OafA -3abAB 0aA 0aA -3aAB 2aA 0aA -3g
MSF 348 1fA 3fA -26ghB 5aeA -3bAB -18efAB -3abAB -3bfAB 0OabAB 3aA 0aAB -6aAB -1aAB 0aAB -3¢
MSF 353 -3fA 5fA -19fh A 1beA “4bA -12efA -TbA 4cfA  -1labA 3aA -laA -laA -2aA 0aA -3g
MSF 344 -2fAB 11fA 4fhAB 04beAB -2bAB -21efB -2abAB -12fAB -3abAB -l1aAB -3aAB -12aB -4aAB 0aAB -4g
Test. 0f 0f 0eh 0ce Ob 0 ef 0ab 0 af 0ab O0a O0a O0a O0a O0a 0 eg
Média 57 A 56 A 38 B 13C 11 CD 10 CE 8 CE 7 DE 6 DE 5EG 1FG 0G 0G 0G

W PBFono — fondlito Porto Belo; RIOFono — fondlito Rio Deserto; BUNBIO — biotito; AndSJLA — andesito; BUNAB — Alterito de Biotito; Flo — Flogopita; BUNARA - alterito de
rochas alcalinas; SULLA — Lama Sul Catarinense; SBLA- Lama Saibrita; PEDPO- Pé de rocha Pedrita; BCARLA- Brecha Carbonatitica; IBRF — Ibirama residuo com Ferro; IBRL —
Ibirama residuo leve.

@ Médias seguidas da mesma letra minGscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Arbieto (2005) observou imobilizacdo de potassio pela maioria dos microrganismos
utilizados (80 %), e atribuiu esse fato a constituicdo do meio GEL. Provavelmente a alta
concentracdo de potdssio no meio utilizado por essa autora inibiu determinados mecanismos
de solubilizagdo, fato esse ja relatado por outros autores como Nahas e Assis (1992) e Silva
Filho e Vidor (2001). No presente estudo, a reducéo do teor de extrato de levedura no meio de
cultura GEL reduziu em 60 % o teor de potassio no meio que era de 127 pg ml™ (ARBIETO,
2005) para 77 pg ml™ (ANEXO E). Essa alteracdo resultou, provavelmente, em maior
estimulo a solubiliza¢&o pelos microrganismos. Segundo Silva Filho (1998), o0 mecanismo de
solubilizacéo de alguns microrganismos é regulado pelo teor de nutrientes disponivel.

Os microrganismos MSF-357, MSF-365, MSF-364, MSF-360, MSF-362 e MSF-363,
foram isolados de rejeitos e produtos de minera¢do (Capitulo 2) e mostraram bom potencial
de solubilizacdo em meio de cultura liquido. O microrganismo MSF-331, isolado da rizosfera
de alface por Arbieto (2005), ja tinha se revelado um bom solubilizador no referido estudo. Ja
0 MSF-305, que apresentou uma Otima capacidade de solubilizacdo no presente estudo, com
um teor de 38 pg ml* de potéassio solubilizado, ndo tinha demonstrado capacidade
solubilizadora no estudo de Arbieto (2005). Nesse estudo, ao invés de solubilizagéo o isolado
tinha apresentado capacidade de imobilizacdo. Ja os isolados MSF-293 e MSF-62
apresentaram neste estudo o mesmo comportamento de solubilizagdo observado por Arbieto
(2005).

Em relacdo a interacdo das rochas com o0s microrganismos, foram observadas 48
combinagdes com efeitos significativos de solubilizacdo de K, num total de 299 combinacdes
(Tabela 3.3).

Os microrganismos MSF-357, MSF-365, MSF-331, MSF-305, MSF-360 e MSF-364
solubilizaram K a partir de cinco rochas. Os 5 primeiros citados solubilizaram a partir das

rochas PBFono, RIOFono, BUNBIO, AndSJLA e Flo, enquanto que o ultimo solubilizou a
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partir de PBFono, RIOFono, BUNBIO, BUNAB e Flo. Os isolados MSF-362 e MSF-363
solubilizaram a partir de quatro (4) rochas (PBFono, RIOFono, BUNBIO e Flo). J& os
isolados MSF-293 e MSF-358 apresentaram resultados positivos de solubilizacdo de K em
trés rochas, (PBFono, RIOFono e BUNBIO). Por fim, os microrganismos MSF- 366 e MSF-
249 apresentaram resultados positivos em apenas duas rochas, (RIOFono e BUNBIO) e
(PBFono e RIOFoN0), respectivamente.

N&o houve interacdo significativa entre dez (10) isolados (MSF-351, MSF-85, MSF-
341, MSF-345, MSF-352, MSF-361, MSF-359, MSF-348, MSF-353 e MSF-344) e as rochas
testadas. Entre esses microrganismos, dois estavam sendo testados (MSF-361 e MSF-359)
pela primeira vez neste trabalho, mas os outros tinham sido avaliados por Arbieto (2005), na
presenca de diferentes fontes minerais, e onde apresentaram meédio a alto potencial de
solubilizacdo. Essa observacdo pode estar associada & perda da habilidade de solubilizagdo
apoOs longos periodos de sub-cultura, ja relatada em outros trabalhos (KUCEY, 1983;
ILLMER; SCHINNER , 1992, SILVA FILHO, 1998).

Analisando-se as interacfes de solubilizacdo dos isolados dentro de cada fonte de
rocha, verifica-se que 47 das 299 combinacdes apresentaram teores de K significativos no
meio de cultura (Tabela 3.3).

Observou-se que na presenca do fondlito, tanto da Porto Belo (PBFono) quanto do Rio
Deserto (RIOFono), houve efeito significativo de solubilizagdo de K em tratamentos com
doze (12) isolados (MSF-357, MSF-365, MSF-331, MSF-364, MSF-305, MSF-360, MSF-
362, MSF-363, MSF-293, MSF-358, MSF-62 e MSF-249). Além destes, o isolado MSF-366
também interagiu com a rocha RIOFono.

Observou-se interacdo significativa entre o biotito (BUNBIO) e onze (11) dos
microrganismos, MSF-357, MSF-365, MSF-331, MSF-364, MSF-305, MSF-360, MSF-362,

MSF-363, MSF-293, MSF-62 e MSF-366. Oito microrganismos (MSF-357, MSF-365, MSF-
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331, MSF-364, MSF-305, MSF-360, MSF-362 e MSF-363) contribuiram para uma
solubilizacéo de potassio significativa a partir da flogopita.

Os isolados MSF-365 e MSF-360 aumentaram o teor de K no meio com RIOFono e o
MSF-364 no meio com alterito de biotito. N&o houve interacdo significativa em combinagdes
envolvendo sete rochas, sendo elas BUNARA, SULLA, SBLA, PEDPO, BCARLA, IBRF e
IBRL.

O maior valor de K solubilizado foi observado na combinagéo da rocha, PBFono e o
microrganismo solubilizador de fosfato MSF-305, com 164 pug ml™, sequido do MSF-331 que
solubilizou 156 e 142 pg ml™ a partir do RIOFono e do PBFono, respectivamente. O isolado
MSF-357 destacou-se na liberagdo de potassio a partir do PBFono com 140 ug ml™ e a partir
da BUNBIO com 134 pg ml™t. Outros isolados que se destacaram foram: MSF-364 na
presenca do fondlito de Porto Belo, com teor de 135 pg ml™, e MSF-363 em fonélito do Rio
Deserto com 131 pg ml™.

Diferencas de potencial de solubilizacdo de K nas interacdes entre microrganismos e
rochas também foram observadas em estudos com fungos micorrizicos (YUAN et al., 2004) e
com bactérias e fungos de vida livre (ARBIETO, 2005). Tais diferencas podem ser atribuidas
aos diferentes mecanismos de solubilizacdo e aos minerais presentes nos materiais utilizados
nos diferentes estudos.

Diante das medias obtidas e das interacGes observadas, os isolados MSF-357, MSF-
365, MSF-331 e MSF-364 foram considerados de interesse para utilizacdo em um programa
de inoculacdo de plantas visando o aproveitamento de fontes alternativas de potassio,
particularmente na utilizacdo das rochas do tipo fonolito, biotito (apatita biotita piroxenito) e

flogopita (olivina flogopita melilitito).
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3.3.2. Fésforo solubilizado no meio de cultura

Dos 13 materiais avaliados, trés (PEDPO, IBRF e IBRL) néo diferiram da testemunha
ndo suplementada com po de rocha, produtos ou rejeitos de mineracdo. Nas demais fontes, as
quantidades solubilizadas variaram de 9,5 a 1,6 pg ml™, destacando-se a fonte biotito, com
9,5 pg ml™, seguido pelo alterito de rochas alcalinas, com 6,2 pug ml™ (Tabela 3.4). Estes
resultados podem estar relacionados com os teores de fosforo presentes nas amostras (Tabela
3.2), assim como observado por Arbieto (2005).

O alterito de biotito, que apresentava o segundo maior teor de fosforo das amostras,
com 8,6 %, ndo proporcionou teores significativos de nutriente solubilizados, o que pode estar
relacionado a composicdo mineral da amostra. A flogopita, contendo 0,3 % de P em sua
constituicdo foi a terceira rocha que mais liberou P para o meio, com 4,1 pug mlY,
representando 13,6 % do total de fésforo solubilizado (Tabela 3.2).

Estudos visando a solubilizacdo de fosfatos por via microbiana tém mostrado
resultados bem acima dos que foram encontrados no presente trabalho. Nahas, Banzatto e
Assis (1990), empregando o fungo Aspergillus niger e utilizando vinhaca como fonte de
carbono, obtiveram 79 % de solubilizacdo do fosforo total a partir da fluorapatita.

Dos vinte e trés (23) microrganismos testados no presente estudo, nove (9)
proporcionaram valores de P solubilizado superiores a testemunha néo inoculada (MSF-363,
MSF-360, MSF-331, MSF-357, MSF-364, MSF-305, MSF-362, MSF-365 e MSF-293) com
teores variando de 8,7 a 2,7 pg de P ml™. Os maiores valores foram observados nos
tratamentos envolvendo os isolados MSF-363, MSF-360, MSF-331 e MSF-357, com 8,6, 8,7,
5,9 e 5,7 ug ml™ de P solubilizado, respectivamente. Quatorze isolados, representando 60 %
do total, proporcionaram teores de P no meio GEL semelhantes aos da testemunha néo

inoculada.
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Tabela 3.4. Teor de P (ug ml™) solubilizado no meio glicose extrato de levedura - GEL, suplementado com pé de rochas, rejeitos e produtos de
mineracao, inoculado com microrganismos solubilizadores, apds 15 dias de incubacao.

Rocha ¥ ]
Isolad :
S01ad0 “BUNBIO BUNARA Flo BUNAB BCARLA AndSILA RIOFono PBFono SBLA SULLA PEDPO IBRL  IBRF  Test  Vedia

MSF 360 49,3aA 252aB 105aC 94bdCD 36aCE 52aCE 31aCE 25aDE 38aCE 38aCE 15aE 18aE 19aDE 00aE 8,7a
MSF 363 51,9aA 20,1aB 8lacC 88beC 39aD 6,7aD 28aD 25aD 40aCD 39aCD 24aCD 24aCD 24aCD 0,0aD 86a
MSF 331 10,2cfB 206aA 64acBC 208aA 34aBC 42aBC 28aBC 27aBC 2,7aBC 33aBC 17aC 16aC 17aC 00aC 59bc
MSF 357 304bA 59bcBC 69acBC 10bcB 3,3aCE 53aBC 37aBC 30aBC 34aBC 33aBC 16aC 16aC 17aC 00aC 57hd
MSF 362 10,7ce A 7,7bc AC 9,3abAB 10,7bA 38aAD 63aAD 28aBD 25aBD 31aBD 37aAD 16aCD 25aBD 24aBD 00aD 4,8be
MSF 305 11,6cdA 7,3bcAD 9,2abAB 86be AC 3,1aBD 27aBD 29aBD 27aBD 16aCD 4,1aAD 22aBD 10aD 11aCD 0,0aD 42cf
MSF 365 58cfB 200aA 28acB 1,7dfB 3,1aB 38aB 26aB 28aB 15aB 29aB 14aB 07aB 08aB 00aB 3,6df
MSF 364 125cA 98bAB 32acBC 1,7dfC 31aBC 25aBC 28aBC 33aBC l1,7aC 38aBC 1,7aC 08aC 09aC 00aC 34dg
MSF 293 55cgA 33bcA 38acA 28bfA 37aA 36aA 38aA 34aA 13aA 1l4aA 14aA 19aA 20aA 00aA 27¢h
MSF 358 54cgA 53bcA 3lacA 33bfA 29aA 43aA 34aA 27aA l1laA 07aA 13aA 09aA 10aA 00aA 25¢i
MSF 249 39dgA 36bcA 30acA 28bfA 3laA 25aA 3laA 26aA 12aA 09aA 15aA 12aA 13aA 00aA 22ei
MSF62 45cgA 25bcA 34acA 19cfA 29aA 23aA 3laA 27aA 12aA 09aA 14aA 09aA 11aA 00aA 2lei
MSF 341 33egA 23bcA 4lacA 20cfA 39aA 20aA 29aA 24aA 18aA 12aA 14aA 09aA 10aA 00aA 2lei
MSF 352 3,0egA 22bcA 39acA 15dfA 47aA 28aA 29aA 24aA 27aA 06aA 13aA 07aA 0,7aA 00aA 21lei
MSF 345 2,6egA 22bcA 40acA 14dfA 44aA 24aA 26aA 23aA 32aA 08aA 17aA 1laA 11laA 00aA 21lei
MSF 366 36dgA 29bcA 30acA 21cfA 30aA 23aA 31laA 26aA 13aA 10aA 15aA 10aA 11aA 00aA 20ei
MSF85 29egA 20bcA 34acA 15dfA 39aA 2,laA 27aA 21laA 34aA 06aA 13aA 09aA 09aA 00aA 20ei
MSF 353 26egA 21bcA 36acA 14dfA 37aA 19aA 25aA 20aA 2laA 06aA 13aA 1laA 09aA 00aA 18fi
MSF 348 26egA 20bcA 24acA 14dfA 27aA 21aA 23aA 18aA 16aA 10aA 11aA 09aA 05aA 00aA 16fi
MSF 351 23fgA 16bcA 22bcA 10efA 22aA 12aA 17aA 1l1aA 10aA 00aA 04aA 02aA 02aA 00aA 1lgi
MSF 344 14gA O05CcA 1,7bcA O0,0fA 21laA 06aA 13aA 06aA 02aA 06aA 06aA 09aA 00aA 00aA 08gi
MSF361 10gA O06CA 0,8cA 0,1fA 15aA 12aA 08aA 05aA 0laA -01aA -0l1aA -03aA -0l1aA 00aA 04hi
MSF 359 0,3gA 0,2cA 00cA -01fA 0,0aA 0,0aA 0l1aA 06aA 02aA 0l1laA -02aA 00aA -04aA 00aA O01i

Test. 0,0gA O0,0cA 0,0cA 0,0fA 0,0aA 0,0aA 00aA 00aA 00aA 00aA 00aA 00aA 00aA 00aA 00i

Média 95A 6,2B 41C 40CD 3,0CE 2,8 CE 25DF 22EF 18EF 16EF 13FG 10FG 10FG 00G

WPBFono - fondlito Porto Belo; RIOFono — fondlito Rio Deserto; BUNBIO — biotito; AndSJLA — andesito; BUNAB — Alterito de Biotito; Flo — Flogopita;, BUNARA —
alterito de rochas alcalinas; SULLA — Lama Sul Catarinense; SBLA — Lama Saibrita; PEDPO — P4 de rocha Pedrita; BCARLA- Brecha Carbonatitica; IBRF — Ibirama
residuo com Ferro; IBRL — Ibirama residuo leve.

@ Médias seguidas da mesma letra minGiscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Observou-se variagdo quanto a capacidade de solubilizacdo entre os diferentes MSF.
Outros autores também observaram ampla variacdo entre isolados de diferentes géneros,
sendo esta uma das principais caracteristicas no processo de sele¢cdo (ARORA; GAUR, 1979,
KUCEY, 1983; SILVA FILHO; NARLOCH; SCHARF, 2002).

Dos nove (9) microrganismos que solubilizaram, sete eram oriundos da etapa de
isolamento das amostras de residuos ou produtos, um foi isolado do solo de cultivo de alface
(MSF-331) e outro isolado do solo de plantagdo de eucalipto (MSF-293). N&o se observou
predominio de isolados mais eficientes entre os obtidos da rizosfera, como foi sugerido por
Sperber (1958).

Entre os grupos de microrganismos utilizados, destacaram-se os isolados flngicos no
processo de solubilizagéo, sendo estes relatados na literatura como os mais eficientes no papel
de solubilizacéo de fosfatos (BANIK; DEY, 1982; NAHAS, 1996).

Os isolados diferiram entre si, tanto na capacidade quanto na intensidade de
solubilizacdo; os microrganismos MSF-363 e MSF-360 participaram da solubilizacdo das
mesmas rochas, sendo elas: o biotito, o alterito, a flogopita e o alterito de biotito. Os isolados
MSF-305 e MSF-362 interagiram com trés rochas, biotito, flogopita e alterito de biotito. J4 o
MSF-331, interagiu com as rochas biotito, alterito e alterito de biotito; enquanto que 0 MSF-
364 interagiu com biotito e alterito. Por fim, o isolado MSF-365 interagiu apenas com uma
rocha, o alterito (Tabela 3.4).

Analisando-se as interagcdes rochas e microrganismos, observou-se intera¢do positiva
em combinacdes envolvendo quatro rochas, biotito, alterito, flogopita e alterito de biotito. Os
isolados MSF-363, MSF-360, MSF-357, MSF-364, MSF-305, MSF-362 e MSF-331
mostraram interacdes positivas na presenca de biotito. O alterito de biotito apresentou
interacdo significativa com os isolados MSF-363, MSF-360, MSF-357, MSF-305, MSF-362 e

MSF-331; enquanto que o alterito interagiu significativamente com os isolados MSF-363,



63

MSF-360, MSF-364, MSF- 331 e MSF-365 e a flogopita com os isolados MSF-360, MSF-
305, e MSF-362 (Tabela 3.4).

Os maiores teores de fosforo solubilizado foram observados no meio contendo biotito
e inoculado com os isolados MSF-636 e MSF-360, apresentando 51,9 e 49,3 pg de P ml™,
seguido pelo tratamento envolvendo o isolado MSF-360 e o alterito de rochas alcalinas, com
25,2 ug de P solubilizados por ml de meio.

O isolado MSF-305 também se destacou na solubilizagdo de P a partir das fontes
testadas. Esse comportamento por parte desse isolado ja havia sido observado em estudos com
as fontes de fosfato natural de Araxa e de Cataldo (SILVA FILHO; NARLOCH; SCHARF,
2002) e com rochas como carbonatito, flogopita e arenito (ARBIETO, 2005).

Diferencas na solubilizacdo entre diversos microrganismos, utilizando-se diferentes
fontes de fésforo, também foram observadas por Agnihotri (1970). Esse autor verificou que o
fosfato tricalcico foi solubilizado por Aspergillus niger, a fluoroapatita por A. flavus e
Fusarium oxyporum, e a hidroxiapatita por Sclerotium rolfsii, Cylindrocladium sp. e
Penicillium sp.

Treze microrganismos utilizados neste experimento j& tinham sido avaliados em
relacdo a sua capacidade de solubilizacdo de fosfato na presenca de outras fontes minerais e
destes, sete apresentaram comportamento diferente dos trabalhos anteriores. Dentre o0s
isolados, MSF-352, MSF-85, MSF-345, MSF-348, MSF-353, MSF-351, e MSF-344
apresentaram alto potencial em solubilizar fosfatos (ARBIETO, 2005), assim como o isolado
MSF-62 (SILVA FILHO; VIDOR, 2001; ARBIETO, 2005), mas ndo apresentaram atividades
significantes neste trabalho. Os microrganismos MSF-249 e MSF-341 ndo apresentaram
efeitos positivos na solubilizagcdo, mesmo comportamento observado por Arbieto (2005).

Os resultados obtidos indicam que os isolados MSF-305, MSF-357, MSF-331, MSF-

360 e MSF-363 apresentam um alto potencial para serem utilizados em programas de selecdo
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juntamente com as rochas biotito, alterito de rochas alcalinas e flogopita como fonte
alternativa de P.

Entre os isolados testados, trés (MSF-305, MSF-331 e MSF-357) se destacaram na
solubilizacéo de potassio.

A anélise de correlagdo entre as médias dos teores de fosforo e potéassio solubilizados
pelos MSF em meio de cultura na presenca de rochas foi significativa para a maioria dos
tratamentos (Tabela 3.5). Isso indica que 0Ss microrganismos possuem mMmecanismos
semelhantes de solubilizagdo para fésforo e potassio. Assim, ha possibilidade de um Unico
microrganismo ser utilizado para solubilizacdo de fosforo e potassio facilitando o uso de
inoculantes.

Tabela 3.5. Coeficiente de correlacdo entre os niveis de P e K solubilizados, presente no meio
de cultura com as respectivas rochas.

Rochas X microrganismos Coeficientes de Correlacéo (r)

Média + 0,806 *
SULLA + 0,928 *
RioSJLA +0,784 *
BUNARA + 0,705 *
BUNAB +0,641 *
PBFono +0,632*
BUNBIo +0,591 *
Flo + 0,587 *
PEDPO + 0,580 *
SBLA + 0,519 **
IBRF + 0,483 **
Fono + 0,450 **
BCARLA +0,173 ns
IBC + 0,188 ns

* = Significativo ao nivel de 0,01 de probabilidade;
** = significativo ao nivel de 0,05 de probabilidade;
ns = ndo significativo
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CONCLUSOES

Os isolados MSF-357, MSF-365, MSF-331 e MSF-364 apresentam potencial para
utilizacdo em programas de selecdo e producdo de inoculante, visando a substituicdo de
adubagdo potassica convencional pelas rochas do tipo fonolito, biotito (apatita biotita
piroxenito) e flogopita (olivina flogopita melilitito).

Os isolados MSF-305, MSF-357, MSF-331, MSF-360 e MSF-363 apresentam
potencial para serem utilizados em programa de selecdo e producdo de inoculante visando
substituicdo da adubagéo fosfatada convencional pelas rochas do tipo biotito (apatita biotita
piroxenito) e alterito de rochas alcalinas.

Os isolados MSF-357, MSF-331 e MSF-364 podem ser utilizados individualmente

tanto para a liberacdo de fosforo quanto de potéssio.



CAPITULO 4

LIBERACAO DE FOSFORO E POTASSIO A PARTIR DE ROCHAS POR

MICRORGANISMOS SOLUBILIZADORES E O CRESCIMENTO DE ALFACE

4.1 INTRODUCAO

A producdo agricola é, muitas vezes, limitada pela fertilidade natural dos solos, sendo
a utilizacdo de fertilizantes um importante componente para se obter uma alta produtividade.
Entretanto, a dependéncia de fertilizantes na agricultura resulta em um alto custo da producéo
agricola e, também, traz consequéncias para 0 meio ambiente.

Além da problematica econdmica, envolvendo a utilizagdo de fertilizantes, ha uma
necessidade continua de aumentar a producé@o de alimentos devido ao crescente aumento da
populagdo mundial, a0 mesmo tempo em que h& uma necessidade de diminuir os impactos
ambientais provenientes da producéo agricola.

Diante disto, alternativas em relacdo aos fertilizantes soltveis devem ser pesquisadas.
Uma delas seria 0 uso de rochas moidas contendo os elementos essenciais as plantas,
principalmente o fosforo e o potassio.

Embora as rochas contenham menor teor de nutrientes, seu uso na agricultura
apresenta varias vantagens, como a facilidade de encontrar esse material em certas regides, a
possibilidade de reduzir os danos ambientais e do uso de pequenas reservas, constituindo-se

em uma adubacdo mais completa, com Varios nutrientes.
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A dificuldade de liberagdo dos nutrientes que estdo temporariamente retidos nas
rochas e indisponiveis para os vegetais € um dos problemas apresentados por essa fonte
alternativa. Assim, é necessario estabelecer uma estratégia para solubilizacdo dos nutrientes,
além da escolha das rochas mais adequadas.

Diversos organismos sao capazes de utilizar ou de solubilizar os nutrientes existentes
nas rochas e em outros materiais (RHEINHEIMER et al., 1999). Um melhor aproveitamento
dos fosfatos naturais existentes ou adicionados em formas sollveis pela inoculacdo de
microrganismos solubilizadores de fosfatos ou pelo manejo de suas popula¢fes no solo tém
sido sugeridos como forma de substituir ou diminuir o uso de fertilizantes fosfatados soltveis
(GOLDSTEIN, 1986; SILVA FILHO; NARLOCH; SCHARF, 2002).

Assim, na busca de novas alternativas que visam economia no setor agricola e de
subsidios para a agricultura orgénica e sustentavel, a utilizacdo de microrganismos
solubilizadores na forma de inoculantes e 0 uso de p6 rochas adequados, constituem

alternativas para a melhoria do suprimento de nutrientes para as plantas.
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42 MATERIAL E METODOS

Para avaliar o potencial dos microrganismos em solubilizar nutrientes para as plantas,
foram conduzidos dois experimentos em casa de vegetacdo, em delineamento completamente
casualizado, utilizando-se como tratamentos combinagdes das rochas e isolados microbianos
selecionados nos experimentos anteriores (capitulos 2 e 3), com quatro repeti¢cbes por
tratamento.

Na avaliacdo da liberacdo de potassio foram utilizadas as rochas biotitito, flogopita
olivina melilitito e fondlito e, como testemunhas, foram utilizados substrato suplementado
com N e P (TNP) e substrato com adubacdo completa (NPK). Os microrganismos utilizados
foram os isolados MSF-331, MSF-357, MSF-364 e MSF-365.

No experimento relativo a liberacdo de fosforo, foram avaliadas as rochas fondlito e
flogopita olivina melilitito e, como testemunhas, substrato suplementado com N e K (TNK) e
0 substrato com adubacgdo completa (NPK). Os microrganismos utilizados foram os isolados
MSF-331, MSF-357, MSF-360 e MSF-363.

Os tratamentos e seus suplementos estdo detalhados no Anexo G.

4.2.1 Producéo do inéculo dos microrganismos solubilizadores

Para a producdo do inoculante, utilizaram-se os isolados que se destacaram no
experimento anterior em relacédo a liberacdo de K e P no meio de cultura (capitulo 3): MSF-
331, MSF-357, MSF-360, MSF-363, MSF-364, MSF-365. Os isolados foram inicialmente

repicados de forma individual para meio GEL solido em tubos (3 ml por tubo), previamente
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esterilizado e deixado solidificar na posi¢do inclinada. Apds a inoculagdo, as culturas foram
incubadas a 25 + 1 °C por 72 h em incubadora BOD.

Apos o periodo de incubacdo, foram adicionados 3 ml de &gua destilada e esterilizada
a cada tubo, seguido de agitacdo manual e posterior transferéncia da suspensao para frascos
Erlenmeyers, contendo 50 ml de meio GEL liquido, incubando-se novamente a 25+1 °C
durante 72 h. Depois do periodo de incubacdo, o micélio dos fungos foi retirado com auxilio
de uma pinca estéril e transferido para 400 ml de solucéo salina a 0,85 % estéril em frasco
Erlenmeyer de 500 ml, sendo, em seguida, submetido a trituragcdo a 24.000 rpm, utilizando-se
um homogeneizador ULTRA-TURRAX.

A gquantidade de propagulos fungicos na suspensao miceliana foi avaliada pela técnica
das dilui¢Bes decimais em série com inoculagdo em meio de cultura sélido em placas de Petri
(SILVA FILHO; OLIVEIRA, 2007). As placas foram incubadas a 25+1 ° C durante 72 horas
e, apds esse periodo, contou-se as Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) por ml. De posse
desses resultados, procedeu-se a padronizagdo do indculo para atingir a concentracéo de 10°
UFC g™ substrato. Durante as 72 h necessérias ao procedimento de contagem, o inéculo foi

mantido sob refrigeracdo em geladeira a 4°C.

4.2.2 Inoculagéo e Cultivo

A unidade experimental foi constituida de 2 plantas em tubos de PVC com capacidade
de 170 ml. Os tubos foram previamente desinfetados com solucdo de hipoclorito de sodio 2,5
% durante 72 h e secados ao ar. O substrato de plantio era constituido de uma mistura de turfa
e vermiculita, na proporcdo 1:2 (V/V), fertilizada com solucdo nutritiva (BOUGHER,;

MALAJCZUK, 1990), (Anexo F) e 40 mg de P e 20 mg de K na forma soltuvel ou em pé de
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rocha, conforme o experimento. A adubacédo nitrogenada, 20 mg de nitrogénio por tubete, foi
aplicada na forma de nitrato de aménio, sendo adicionada em 5 ocasifes, com a primeira
aplicacdo feita no momento do plantio e as demais, a cada 5 dias.

O substrato foi autoclavado 3 vezes a 120 °C, durante 30 minutos em intervalos de 24
horas. No momento da semeadura, o substrato foi inoculado com a suspensdo dos isolados.
Cada tubete foi semeado com 10 sementes de alface da variedade “Baba de Verdo”,
previamente desinfectadas com hipoclorito de sédio por 20 minutos e alcool etilico a 70 %
por 30 segundos, seguindo-se de lavagens sucessivas com agua destilada esterilizada.

Apos germinacdo, foi realizado o desbaste das plantas, permanecendo 2 plantas por
tubete, sendo realizadas regas diarias para manter o substrato a 80 % da capacidade de campo.

Trinta e cinco dias ap06s a germinacgéo, a parte aerea das plantas foi colhida e seca a 75
°C, para avaliagdo do peso da matéria seca e determinacdo do teor dos nutrientes (potassio e

fésforo) de acordo com o esquema da figura 4.1.

Figura 4.1. Procedimento de avaliacdo das plantas de alface (Latuca sativa), ap6s 35 dias
de crescimento em casa de vegetacéao.



71

O tecido vegetal seco foi moido em moinho de facas de aco inoxidavel e, em seguida,
homogeneizado. Uma amostra de 0,200 g da matéria seca foi submetida a digestdo em 1 ml de
H,0,, 2 ml de H,SO,4 e 0,7 g de mistura para digestdo, conforme técnica descrita por Tedesco
et al. (1995).

Os resultados obtidos foram submetidos & andlise de variancia, sendo as médias dos

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

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Liberacgdo de potassio para as plantas a partir das rochas

Observou-se efeito positivo da adicdo de pé de rocha, em substituicdo ao potassio
solavel, na absor¢do do nutriente e no crescimento das plantas (Tabelas 4.1 e 4.2). O pé das
rochas flogopita olivina melilitito, fondlito e biotitito proporcionaram crescimento superior ao
observado na testemunha nao fertilizada e fertilizada com potéssio soltvel, com destaque para
a flogopita olivina melilitito e o fondlito (Tabela 4.1), indicando o potencial dessas rochas
como fonte alternativa de K em relacéo a adubacgéo potassica soluvel.

Diferencas entre as rochas no suprimento de nutrientes tém sido atribuidas a sua
mineralogia. No entanto outros fatores podem ter influéncia na solubilizacéo, pois o principal
mineral contendo K constituinte do fondlito é o feldspato, enquanto que as micas, flogopita e
biotita, sdo constituintes da flogopita (Flogopita Olivina Melilitito) e biotitito (Apatita Biotita
Peroxenito), nos quais 0 mecanismo de disponibilizacdo deveria ser o0 mesmo, onde o K é

removido das entrecamadas (WANG et al., 2000).
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A inoculagdo com microrganismos solubilizadores ndo promoveu o crescimento das
plantas em relacdo a testemunha ndo inoculada, mas observaram-se diferencas entre 0s
microrganismos. O crescimento vegetal foi maior quando se utilizaram os isolados MSF-364
e MSF-357 quando comparado aos tratamentos com o isolado MSF-331. Isso indica que,
embora esses tratamentos ndo tenham sido superiores a testemunha, pode ser preferivel
inocular os dois primeiros microrganismos a correr o risco de que haja a colonizagdo do
substrato pelo terceiro.

Na interacdo entre fonte e isolados, analisando-se os efeitos dos isolados dentro das
diferentes fontes, observou-se que o isolado MSF-331 apresentou comportamento diferente
dependendo da fonte considerada. Nos tratamentos com rochas foi 0 que proporcionou menor
peso de matéria seca, comportamento esse que estatisticamente foi negativo na presenca de
fondlito (Tab. 4.1). Arbieto (2005) utilizou esse mesmo isolado e observou comportamento
semelhante. As plantas inoculadas com esse microrganismo apresentaram absor¢do de K
inferior a testemunha e ndo houve efeito na producdo de matéria seca. Entretanto, o isolado
promoveu o crescimento das plantas na presenca de Carbonatito.

Lima et al. (2007) obtiveram resultados positivos com a inoculacdo das plantas com a
bactéria Acidithiobacillus sp. conjuntamente com rochas potassicas (biotita xisto) e enxofre,
em mistura com vermicomposto de minhoca. Como resultado, observaram maior crescimento
e rendimento de alface, comparando-se com os fertilizantes minerais soltveis.

Né&o foram observadas semelhancgas entre os resultados obtidos neste estudo no que diz
respeito a aquisicdo de potassio e crescimento das plantas e os resultados obtido no estudo
sobre a solubilizacdo de potéssio em meio de cultura descrito no capitulo 3. Por exemplo, 0
isolado MSF-331, que teve destaque na solubilizacdo de K em meio de cultura foi o que teve

pior desempenho no presente estudo em termos de promocéo do crescimento das plantas.
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Tabela 4.1. Producdo de matéria seca da parte aérea (mg planta™) de plantas de alface
cultivadas em substrato suplementado com diferentes fontes de potéssio e inoculado com
microrganismos solubilizadores de nutrientes.

Fontes de Potéassio

Isolados TNP®  TNPK TNPBUNBIO TNPFlo  TNPFono  Medid
MSF 364 41 aB® 174aB 713a A 1.123aA 1211aA 652a
MSF 357 31aB 178 aB 502 a AB 910a A 885aA  50la
MSF 365 9aB 64 aB 375aB 952a A 933aA 467ab
MSF 331 39aB 109 a B 253 a AB 646aA 174bAB 244D
Testemunha 13aB 16aB 488 a AB 0laA 951aA 474ab
Média 26 C 108 C 466 B 906 A 831 A

@ TNP - testemunha NP; TNPK — testemunha NPK; BUNBIO - biotitito; Flo — flogopita olivina melilitito;
Fono - fondlito.

@ \alores seguidos pela mesma letra, mintscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem significativamente
entre si de acordo com o teste de Tukey (p <0,05).

Em relacdo ao teor de potassio presente nos tecidos das plantas, o padrdo observado
foi semelhante ao obtido na producdo da matéria seca. Assim, a flogopita olivina melilitito e
o fondlito proporcionaram um aumento na absorcdo de potassio, j& 0 biotitito teve a mesma
eficiéncia que a testemunha fertilizada (TNPK) (Tab. 4.2). Considerando-se as médias gerais
das inoculac6es, ndo foi observado efeito em relacéo ao tratamento sem inoculagdo, mas uma
comparacdo entre os isolados MSF-331 e MSF-364, mostra um efeito negativo do primeiro
em relacdo ao segundo (Tab. 4.2). Ndo houve interagcdo positiva entre os fatores: fonte e
isolado, e o microrganismo MSF-331 se comportou da mesma maneira que nos resultados da

producédo de matéria seca (Tab. 4.2).
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Tabela 4.2. Potassio na parte aérea (ug planta™) de plantas de alface cultivadas em substrato
suplementado com diferentes fontes de potassio e inoculado com microrganismos
solubilizadores de nutrientes.

Fontes de Potéassio

Isolados " \p®  TNPK TNPBUNBIO  TNPFlo  TNPFono  Media
MSF 364 130ac?® 179acC 914aBC  1620aAB 2035aA 976 a
MSF 357 27aC 230aBC  582aBC  1098aAB 1660aA 719 ab
MSF 365 113aC  132aC 460aBC  1258aAB 1536aA 700 ab
MSF 331 80aA  402aA 338a A 840aA  246bA 382b
Testemunha 10aC 20aC 525aBC 1014a AB 1937aA 701 ab
Média 72C 193 BC 564 B 1166 A 1483 A

@ TNP - testemunha NP; TNPK — testemunha NPK; BUNBIO - biotitito; Flo — flogopita olivina melilitito;
Fono - fondlito.

@ Valores seguidos pela mesma letra, mintscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem significativamente
entre si de acordo com o teste de Tukey (p <0,05)

4.3.2 Liberacdo de fosforo para as plantas a partir das rochas

Os resultados obtidos neste estudo, sobre a liberacdo de fosforo a partir das rochas e a
inoculacdo com microrganismos solubilizadores, foram submetidos as mesmas comparagdes
do estudo anterior. Avaliou-se o efeito de isolado e de rochas em relacdo a producdo de
matéria seca e o teor de fosforo na parte aérea das plantas.

Considerando-se as medias gerais das fontes de fésforo, o biotitito foi a rocha que
proporcionou maior crescimento das plantas, representando um aumento de 207 % no peso de
matéria seca em relacdo a testemunha TNPK (Tab. 4.3). No estudo anterior, a mesma rocha

também se mostrou eficiente na substituicdo da adubacéo potassica soltvel.
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Arbieto (2005) obteve efeito positivo ao utilizar flogopita olivina melilitito, sendo o
tratamento com essa rocha aquele que proporcionou maior produgdo de matéria seca. Esse
tratamento foi, inclusive, superior ao tratamento fertilizado com fésforo soltvel.

Efeito de isolado foi observado em relacdo ao peso da matéria seca da parte aérea,
quando se utilizou o isolado MSF-360 que acrescentou em 91 % ao peso de matéria seca das
plantas, em relagdo a testemunha ndo inoculada. Os demais microrganismos ndo diferiram
estatisticamente da testemunha ndo inoculada (Tabela 4.3).

A combinagdo do isolado MSF-360 com o biotitito proporcionou maior peso de
matéria seca que as demais combinagfes. Na testemunha fertilizada com nitrogénio, fésforo e
potéssio soluvel (TNPK), a presenca do microrganismo MSF- 357 auxiliou o crescimento das
plantas (Tabela 4.3).

Tabela 4.3. Producdo de matéria seca da parte aérea (mg planta™) de plantas de alface

cultivadas em substrato suplementado com diferentes fontes de fosforo e inoculado com
microrganismos solubilizadores de nutrientes.

Fontes de fésforo

Isolados Média
TNK® TNPK TNKBUNBIO  TNKFlo

MSF 360 50aB 77abB 420 a A 72aB 155 a
MSF 357 59aC 178 a AB 263b A 65aBC  14lab
MSF 363 45aB 67ab B 286 b A 50aB 112 ab
MSF 331 34aB 109 ab AB 197 b A 38aB 94 ab
Testemunha 11aB 16 bB 204 b A 95a AB 81lb
Média 40B 89 B 274 A 89 B

@ TNP - testemunha NP; TNPK — testemunha NPK; BUNBIO — biotitito; Flo — flogopita olivina melilitito
@ \alores seguidos pela mesma letra, mintscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem significativamente
entre si de acordo com o teste de Tukey (p <0,05).

No estudo de determinacgdo de teor de fosforo na parte aérea de plantas de alface, as
fontes de rocha tiveram o mesmo comportamento que aquele observado na avaliacdo da

producdo de matéria seca. O biotitito foi a rocha que proporcionou a maior acumulacéo de
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fésforo, com 57 pg por planta, representando um aumento de 72 % em relagdo a testemunha
TNPK (Tabela 4.4).

A inoculacdo ndo promoveu incremento no teor de fosforo nos tecidos das plantas
quando comparada a testemunha ndo inoculada em relacdo a media geral. Porém, quando se
observam as interacOes entre isolados e tratamentos de adubacdo, nota-se que no tratamento
onde a fonte de fosforo era o biotitito, a inoculacdo do isolado MSF-331 proporcionou efeito
negativo sobre nessa variavel em comparacdo com os isolados MSF-363 e MSF-360. Tal
comportamento também foi observado no estudo anterior sobre a liberacdo de potassio (cf.
item 4.3.1).

Os isolados MSF-360, MSF-363 e o tratamento ndo inoculado promoveram maior
aquisicéo de fosforo no tratamento com biotitito, enquanto que o isolado MSF-331, de alguma
maneira ainda ndo determinada, promoveu aquisicdo desse nutriente pelas plantas no
tratamento TNPK (Tabela 4.4).

Tabela 4.4. Fésforo na parte aérea (ug planta™) de plantas de alface cultivadas em substrato

suplementado com diferentes fontes de fosforo e inoculado com microrganismos
solubilizadores de nutrientes.

Fontes de fésforo

Isolados Média

TNK® TNPK TNKBUNBIO  TNKFlo

MSF 360 259aB 22aB 79aA 22,7aB 38a

MSF 357 139aA 376aA 41,6 ab A 17,3aA 28 a

MSF 363 319aB 25,8aB 789aA 28aB 41a

MSF 331 16,6aB 57,19aA 37.8b AB 12,7aB 3la

Testemunha 6,9aB 229a AB 44,8 ab A 18,3 a AB 23 a

Média 19B 33B 57 A 20 B

W TNP — testemunha NP; TNPK — testemunha NPK; BUNBIO - biotitito; Flo — flogopita olivina melilitito
@ Valores seguidos pela mesma letra, mindscula na coluna e maitiscula na linha, ndo diferem significativamente
entre si de acordo com o teste de Tukey (p <0,05).
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Estudos sobre a resposta de plantas a adigdo de super-fosfato triplo e a inoculagdo com
MSF na cultura do rabanete mostram que a inoculagéo, quando analisada como fator isolado,
ndo promoveu aumentos na quantidade total de P absorvido pelas plantas (NARLOCH et al.,
2002). Esses autores sugerem que apesar da auséncia de valores significativos nas quantidades
de P absorvido, aliada a maior produgdo de matéria seca nos tratamentos inoculados e com
baixas doses de P, os fungos inoculados foram capazes de produzir hormoénios vegetais ou
outras substancias promotoras do crescimento das plantas que proporcionaram maior
crescimento. Freitas; Banerjee e Germida (1997) também observaram maior crescimento e
rendimento de plantas de canola (Brassica napus) com a inoculagdo de bactérias
solubilizadoras de fosfatos, embora sem qualquer efeito sobre a quantidade de P absorvido.
Mas Stamford et al. (2005), em experimento com um Espodossolo da Zona da Mata de
Pernambuco, cultivado com sabia (Mimosa caesalpiniifolia), relatam que a utilizacdo de
fosfato natural revestido com enxofre, e inoculado com Acidithiobacillus teve efeito
significativo e com resposta mais evidenciada do que com aplicacéo de super-fosfato triplo.

Observa-se nesse breve relato da literatura a grande divergéncia entre os resultados
dos diferentes autores. Assim, a inoculacdo de plantas com MSF, selecionados previamente
em estudo in vitro, em meios de cultura, tem apresentado efeitos contraditérios quando se
passa a estudos mais complexos ao nivel de inoculagdo das plantas.

Com relagédo ao isolado MSF-331, que teve efeito negativo sobre o crescimento das
plantas, é possivel que esse fato esteja relacionado a producdo e liberacdo de metabdlicos
deletérios ao crescimento das plantas. Muitos microrganismos do solo ou da rizosfera podem
liberar substancias, tais como cianetos e alcoois, por exemplo, que interferem com processos
celulares da raiz e, como consequéncia, prejudicam o crescimento da planta (LYNCH, 1990).

Assim, alguns isolados podem apresentar efeitos negativos quando em presenca das

plantas, pois sua selecdo foi baseada numa unica caracteristica, a solubilizagdo de fosfato em
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meio de cultura. Uma vez na presenca das plantas, esses microrganismos selecionados podem
expressar outras caracteristicas, e algumas que podem ser prejudiciais ao desenvolvimento
vegetal ou competir com a planta pelo nutriente em questdo (Narloch et al., 2002).

Note-se que apesar da auséncia de um efeito superior dos tratamentos de inoculagdo
em relagdo ao tratamento ndo inoculado ndo se pode afirmar que a inoculagéo seja
desnecessaria. Em muitos casos, pode ser preferivel fazer a inoculacdo do que deixar que um
microrganismo deletério, como o isolado MSF-331, colonize a planta. Ndo se pode esquecer
que os beneficios da introducdo de microrganismos extrapolam os efeitos da solubilizacdo de
nutrientes para a planta, como a producdo de reguladores de crescimento, dentre outros. 1sso
envolve uma complexa interacdo da planta com os microrganismos. Waisel, Eshel e Kafkafi
(2002) afirmam que a colonizagdo das raizes por microrganismos pode resultar na
substituicdo de espécies deletérias na rizosfera por espécies benéficas.

Theodoro e Leonardos (2006) em um longo experimento de 4 anos afirmam que os
resultados da pesquisa com uso da “Rochagem” apresentam vantagens econdmicas,
ambientais e produtivas significativas, em culturas de milho, arroz, mandioca, cana-de-agucar
e hortifrutigranjeiros, em comparagédo a adubacdo convencional. Os resultados demonstraram
que essa tecnologia é uma alternativa de baixo custo e extremamente simples para fertilizar ou
recuperar solos degradados, que pode conduzir a sustentabilidade e, também, a niveis de
producdo compativeis com a manutencdo dos agricultores em seus lotes.

A aplicagdo de fertilizantes em forma de rochas em ambientes tropicais tem muitas
vantagens. Em primeiro lugar, a velocidade de dissolucdo das rochas e minerais e a reacéo
entre a superficie mineral e a solugdo do solo sdo reforcadas pelas altas temperaturas e
umidade encontradas nesse ambiente. Em segundo lugar, o potencial de aplicagédo de rochas e

minerais aos solos € elevado, pois os solos nessas regides sdo caracterizados por baixos
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indices de nutrientes devidos as elevadas umidade e lixiviagdo, e, assim, altamente reativos a

adicdo de nutrientes (STRAATEN, 2006).
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CONCLUSOES

As rochas flogopita olivina melilitito, fonolito e biotitito, especialmente as duas
primeiras, possuem potencial para serem utilizadas como fonte de potassio.

O biotitito possui potencial para ser utilizado como fonte de fdsforo.

Os microrganismos MSF-364 e MSF-357 apresentam potencial para serem utilizados
em programa de inoculagéo visando a solubilizacdo de potéssio e 0 microrganismo MSF-360

possui potencial para ser utilizado na solubilizacdo de fosforo.



DESAFIOS E PERSPECTIVAS FUTURAS

O uso de microrganismos na promocdo do crescimento das plantas tem sido
amplamente explorado na biotecnologia, sendo, assim, uma area em plena expansdo em
decorréncia de seu grande potencial aplicativo. Entretanto, sua efetiva participagdo como
insumo biologico a favor da producgdo agricola € bastante restrito, apresentando limitagdes
com relacdo a sensibilidade e a especificidade do microrganismo (ROSADO, 2000).

O breve relato mostra um panorama de desafios a ser superados para o
desenvolvimento de estratégias e procedimentos inovadores a partir de estudos centrados em
bases moleculares e celulares na promoc¢éo do crescimento e protecdo vegetal e na prospeccao
da diversidade microbiana em escala estrutural e funcional.

As estratégias para uso de microrganismos a favor da producdo vegetal envolvem a
ativacdo de comunidades microbianas nativas pelo manejo do solo e do ambiente ou a
inoculacdo das plantas ou do solo com microrganismos selecionados (geneticamente
modificados ou nao).

Os efeitos de uma possivel interferéncia no ambiente (solo), provocados pela
introducdo de um microrganismo, podem ser avaliados pelos principios gerais da teoria de
ecossistemas e sucessdo ecologica, relacdes mutualisticas que constituem estratégias
promissoras para introducdo e o estabelecimento destes microrganismos no ambiente de
producdo agricola, gerando oportunidades para o desenvolvimento de tecnologias de
inoculacéo efetivas (OLIVARES, 2007).

As pesquisas cientificas voltadas para a investigacdo da biodiversidade microbiana
realizadas no Pais sdo, em sua maioria, iniciativas isoladas de pesquisadores ou instituicoes de

pesquisa. Muitas vezes, 0 mesmo problema em um mesmo bioma é estudado por varios



82

grupos de pesquisa, mas raramente de forma integrada. Em conseqiiéncia, ha dificuldades
para comparar e integrar os diversos resultados das pesquisas devido a incompatibilidade de
delineamentos experimentais, metodologias de coleta e de analise de dados.

As amostras coletadas, 0os microrganismos isolados e caracterizados ndo sao
preservados em colecdes de referéncia permanentes impossibilitando, portanto, a continuidade
dos estudos para atingir o desenvolvimento cientifico e tecnolgico.

Faltam iniciativas integradas e interdisciplinares direcionadas a investigar as
interacdes entre a microbiota e a biosfera, os efeitos das mudancas globais (de origem natural
e antrdpica) e as relagdes interespecificas no ambiente. Esses estudos devem contemplar ndo
apenas levantamentos taxondmicos da diversidade, mas também avaliar os aspectos de
diversidade funcional e processos ecoldgicos associados a microbiota. Estudos dessa natureza
contribuirdo, decisivamente, para o conhecimento e o uso da diversidade microbiana para fins
biotecnoldgicos (CANHOS; MANFIO, 2006).

Lugtenber et al. (2002) afirmam que o desafio da microbiologia nos ultimos tempos
foi entender o comportamento microbiano sob condic¢des laboratoriais, mas o proximo desafio
é entender seu comportamento no ambiente natural. Como sobrevivem sob condic¢des hostis,
quais as condicdes favoraveis para sua proliferagdo. Portanto, sera necessario entender quais
genes sdo expressos, quais suas funcbes, como os produtos desses genes interagem e como
esses processos dependem das condigdes bidticas e abitticas do meio.

O modo pelo quais os microrganismos colonizam os tecidos da planta é um ponto
importante para entender se a interagdo a ser estabelecida serd benéfica ou ndo. A superficie
da planta contém muitos microrganismos que nao estdo homogeneamente distribuidos,
constituindo micro-colénias ou biofilmes, que s@o locais ideais para a comunicagédo

bacteriana, conhecida como quorum sensing. Essa comunicacdo pode ocorrer entre
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microrganismos na mesma populacéo e com outras populacées, através de sinais moleculares
liberados no meio (LUGTENBER et al., 2002).

O entendimento da regulacdo desses sinais moleculares pode levar & manipulagdo de
pardmetros da comunicagdo microbiana resultando em aumento no crescimento das plantas
(GRAY; SMITH, 2005).

Existem propriedades do solo que sdo determinantes para a colonizagdo e a
sobrevivéncia dos microrganismos. Assim, nem todos 0s microrganismos que auxiliam no
crescimento das plantas resultardo em bons inoculantes. Um fator relevante para o
microrganismo ser um bom inoculante é que sua permanéncia no solo seja prolongada apés a
inoculacdo (WAISEL; ESHEL; KAFKAFI, 2002). Uma populacdo que seja introduzida e
tenha seu crescimento rapidamente inibido ndo possui habilidade competidora com a biota
nativa do solo. Assim, a necessidade de se estabelecer uma alta densidade populacional com a
introdugdo de um inoculante no ambiente rizosférico é visto como uma limitacdo ao sucesso a
exploracdo agrondmica dos microrganismos promotores do crescimento de plantas (CHABOT
etal., 1998).

Mas, acima de tudo, o desafio sera a transferéncia de novas tecnologias ao pequeno

produtor.
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ANEXOS

Anexo A
MEIO GLICOSE-EXTRATO DE LEVEDURA (GEL) Sylvester-Bradley et al. (1982);
modificado por Silva Filho, (1998).

Reagentes Quantidades

Glicose 10,0 ¢

Extrato de levedura 109
Solucéo de MgS0,.7H,0 a 10 % 2ml
Solucdo de CaCl, a1 % (1) 2ml
Solucdo de NaCl a 1% 1mil
Solucdo de micro-nutrientes (2) 2 mi
Solucdo de Fe-EDTA (3) 4 ml
KNO; 01lg

Agar-agar 15,0 g

Agua destilada 1.000 ml

- Corrigir o pH para 7,0;

(1) 1,33 g de CaCl,.2H,0/100 ml de &gua destilada;

(2) Dissolugéo de 0,2 g de NaMo00O,.2 H,0, 0,235 g de MnSO,4.2 H,0, 0,28 g de H3BOs,
0,008 g de CuS0,.5 H,0, 0,024 g de ZnS0O,4.7 H,0 em 200 ml de agua destilada;

(3) Dissolugéo de 6,07 g de Na-EDTA e 6,17 g de FeSO4.7 H,O em 900 ml de &gua

destilada aquecida e depois ajustar o volume para 1.000 ml.
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Anexo B

Preparo de 1 | da solucéo P-B (molibdato de aménio) (TEDESCO et al., 1995).

a) Dissolver 3,8 g de molibdato de amoénio ((NH4)sM07024.4H,0) em 150 ml de agua
destilada previamente aquecida a 60 °C, em copo de Becker de 200 ml;

b) Deixar esfriar, transferir para baldo volumétrico de 200 ml e completar o volume com agua
destilada;

c) Transferir para um frasco com capacidade para 1 L;

d) Em outro bal&o, colocar 80 ml de &4gua destilada;

e) Adicionar 70,7 ml de HCI concentrado (d=1,191; 37,7% e 12,31N) e agitar;

f) Completar o volume com agua destilada e agitar;

g) Transferir para o frasco de 1 L, onde ja se encontra a solucdo de molibdato de aménio e
agitar;

h) Adicionar 600 ml de &gua destilada, utilizando baldo volumétrico de 200 ml, e agitar bem

para perfeita homogeneizagéo.
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Anexo C

Preparo da solucédo P-C (acido 1-amino-2-naftol-4-sulfénico), (TEDESCO et al., 1995).

a) Preparar um estoque de p6 redutor, misturando e triturando em almofariz os seguintes
reagentes;

e 2,50 g de &cido 1 amino 2 naftol 4 sulfénico;

e 5,0 g de sulfito de sddio (Na,S0s3),

e 146,0 g de metabissulfito de sddio (Na,S,05);
b) Guardar o po redutor em vidro fosco, envolto em folha de papel aluminio (validade de 40
dias);
c) Dissolver 32,0 g do p6 redutor em 200 ml de &gua destilada morna (50-60 °C), em copo de
Becker de 1000 ml;
d) Transferir para um vidro fosco escuro, apos 3 a 6 dias ocorre cristalizacéo, filtrar e utilizar

(validade trés semanas).
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Anexo D

Solucéo Padréo de fosforo e potassio (TEDESCO et al., 1995).

Padrdo misto concentrado (1.000 mg L™ de K e 500 mg L™ de P)
a) Dissolver 0,704 g de KCl e 2,196 g de KH,PO, (secos a 105 °.C por 1 h) em 1 L de agua

destilada em baldo volumétrico;

Padréo misto diluido
b) Diluir 100 ml do padrdo misto concentrado em 50 ml de agua destilada em baldo

volumétrico;

Padrdes de trabalho
c) Pipetar aliquotas de 0, 10, 20, 35, 50, 75 e 100 ml dos padrdes mistos diluidos para baldes
de volume de 1 L e completar com &gua. Estes padrdes contem 0,0 - 2,0 - 4,0 - 7,0 - 10,0 -

15,0e 200mgL* deKe0,0-1,0-2,0-35-5,0-7,5e10,0mg L™ de P.
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Teor de K (ug ml ™) total no meio glicose extrato de levedura, suplementado com rochas, inoculado com microrganismos solubilizadores e incubado

por 15 dias.
Isolados - - Rochas - média
Bio Flo FonoPB Rio SC Fono Sb IBFe Pe IBL BC A Abio TO

365 299,9 227,3 185,4 102,0 90,1 1442 80,7 69,1 69,8 64,6 64,0 57,4 53,5 58,0 111,9
305 271,8 196,5 2229 98,6 88,9 137,6 86,5 70,6 70,0 67,1 60,7 63,3 57,6 63,3 111,1
360 270,1 208,8 185,2 103,0 93,9 139,3 79,8 66,2 69,6 64,6 64,3 56,7 54,0 61,3 108,3
357 310,0 231,0 151,8 97,2 84,2 140,2 76,2 66,6 66,2 60,1 58,2 58,3 52,1 56,3 107,7
362 283,3 199,9 179,9 97,1 90,0 116,3 82,9 69,0 71,5 65,1 58,6 56,8 55,3 59,2 106,1
331 282,0 211,9 190,7 92,8 79,7 159,3 68,7 62,5 65,1 58,1 57,4 54,5 47,3 52,6 105,9
363 270,4 187,5 171,8 97,4 91,3 140,5 78,4 67,8 71,9 64,8 57,9 55,8 53,2 58,7 104,8
364 288,3 217,0 183,2 91,1 81,2 132,2 72,7 59,4 62,2 56,5 54,0 53,2 50,7 52,0 103,8
293 2415 142,7 124,8 95,7 82,9 60,7 65,7 74,1 69,6 69,9 73,4 54,5 49,9 67,0 90,9
85 198,1 154,7 71,5 88,1 77,2 35,1 78,5 78,7 73,5 75,2 76,8 50,4 46,2 72,7 84,1
62 2231 135,5 124,2 87,6 68,7 58,1 62,6 67,3 62,4 61,7 63,7 45,8 44,0 61,1 83,3
345 189,3 142,4 72,5 89,5 76,2 32,7 75,7 79,8 74,5 75,3 78,9 46,8 43,7 71,9 82,1
353 174,9 155,7 67,0 87,7 75,8 30,3 75,0 78,1 76,1 74,3 74,4 45,2 42,4 74,2 80,8
359 164,7 157,8 71,3 83,6 79,3 24,3 71,7 75,4 73,0 78,4 74,4 48,7 44,8 73,6 80,1
351 188,1 145,4 68,8 85,7 72,9 25,7 76,2 75,7 72,9 74,1 75,4 45,7 41,2 66,4 79,6
344 188,8 146,5 67,9 86,1 67,9 35,7 71,8 66,2 71,4 72,0 71,8 48,9 435 73,6 79,4
348 165,4 147,0 69,3 89,5 74,9 26,0 73,7 70,8 74,3 73,6 73,8 46,4 40,2 72,0 78,3
341 186,7 135,6 76,4 84,7 70,8 23,0 66,5 73,8 70,7 62,8 72,3 48,3 43,7 68,0 77,4
352 180,6 140,4 65,7 80,4 73,3 32,4 67,7 72,6 68,9 73,3 69,9 449 39,9 67,7 77,0
361 176,0 147,2 63,5 75,2 68,8 34,8 69,5 72,2 65,8 68,5 69,5 43,9 41,2 68,0 76,0
249 170,0 134,1 91,5 79,6 62,3 46,9 53,5 61,8 58,0 55,4 52,5 33,4 35,9 55,3 70,7
358 194,5 144,2 2,4 72,1 50,6 57,5 45,2 45,8 49,3 46,6 48,7 33,1 34,0 47,3 62,2
366 186,1 112,0 43,3 52,7 27,8 20,3 23,3 26,9 26,5 28,0 30,6 26,0 225 29,9 46,8
TO 196,6 170,5 72,9 89,1 83,0 28,1 78,6 82,1 76,1 79,6 78,3 54,7 48,7 77,0 86,8

média 220,8 166,3 109,3 87,8 75,5 70,0 70,0 68,0 67,1 65,4 65,0 48,9 45,2 62,8




Anexo F

SOLUCAO NUTRITIVA

(BOUGHER; MALAJCZUK, 1990).

Nutriente Quantidade
K 50 mg
Ca 29 mg
N 18 mg
Mn 4,2 mg
Mg 3,3mg
Zn 2,1 mg
Cu 2,1 mg
Mo 0,25 mg
B 0,12 mg
Co 0,08 mg

Obs: O potassio ndo foi adicionado a solugdo nutritiva.
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Anexo G
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Experimento 1: Inoculagdo microrganismos solubilizadores e rochas como fonte de potassio.

Microrganismo | Material Quantidade | NH4NO3 | Ca(H2P0O4)2.2H20 KCI
MSF-357 0,519 57 mg 174 mg 0
MSF-331 0,519 57 mg 174 mg 0
MSF-364 Biotito 0,519 57 mg 174 mg 0
MSF-365 0,519 57 mg 174 mg 0
Sem m.o. 0,519 57 mg 174 mg 0
MSF-357 0,54 g 57 mg 174 mg 0
MSF-331 0,54 g 57 mg 174 mg 0
MSF-364 Flogopita 0,54 g 57 mg 174 mg 0
MSF-365 0,54 g 57 mg 174 mg 0
Sem m.o. 0,549 57 mg 174 mg 0
MSF-357 0,37 57 mg 174 mg 0
MSF-331 0,37 57 mg 174 mg 0
MSF-364 Fondlito 0,37 57 mg 174 mg 0
MSF-365 0,37 57 mg 174 mg 0
Sem m.o. 0,37 57 mg 174 mg 0
MSF-357 0 57 mg 174 mg 0
MSF-331 0 57 mg 174 mg 0
MSF-364 TNP 0 57 mg 174 mg 0
MSF-365 0 57 mg 174 mg 0
Sem m.o. 0 57 mg 174 mg 0
MSF-357 0 57 mg 174 mg 38,1 mg
MSF-331 0 57 mg 174 mg 38,1 mg
MSF-364 TNPK 0 57 mg 174 mg 38,1 mg
MSF-365 0 57 mg 174 mg 38,1 mg
Sem m.o. 0 57 mg 174 mg 38,1 mg

OBS: Cada tratamento foi realizado com 4 repetigdes.
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Experimento 2: Inoculagdo microrganismos solubilizadores e rochas como fonte de fosforo.

Microrganismo | Material Quantidade | NH4NO3 | Ca(H2P0O4)2.2H20 KCI
MSF-357 0,93 g 57 mg 0 38,1 mg
MSF-331 0,93¢g 57 mg 0 38,1 mg
MSF-360 Biotito 0,939 57 mg 0 38,1 mg
MSF-363 0,93 g 57 mg 0 38,1 mg
Sem m.o 0,939 57 mg 0 38,1 mg
MSF-357 13,3 ¢ 57 mg 0 38,1 mg
MSF-331 13,39 57 mg 0 38,1 mg
MSF-360 Flogopita 13,39 57 mg 0 38,1 mg
MSF-363 13,39 57 mg 0 38,1 mg
Sem m.o 13,3 ¢ 57 mg 0 38,1 mg
MSF-357 0 57 mg 0 38,1 mg
MSF-331 0 57 mg 0 38,1 mg
MSF-360 TNK 0 57 mg 0 38,1 mg
MSF-363 0 57 mg 0 38,1 mg
Sem m.o 0 57 mg 0 38,1 mg
MSF-357 0 57 mg 174 mg 38,1 mg
MSF-331 0 57 mg 174 mg 38,1 mg
MSF-360 TNPK 0 57 mg 174 mg 38,1 mg
MSF-363 0 57 mg 174 mg 38,1 mg
Sem m.o 0 57 mg 174 mg 38,1 mg

OBS: Cada tratamento foi realizado com 4 repetigdes.




