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RESUMO

GIRO, Validoro Bazoni, D.Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Maio de 2015. Alteragcdes na dindmica de fosforo no
sistema solo-planta promovidas por micro-organismos solubilizadores. Orientador:
Professor Fabio Lopes Olivares.

A recuperacao do fosforo (P) pelas raizes das plantas € muito baixa na
maioria dos solos do Brasil, resultado da rapida adsorcédo especifica pela fracao
mineral. A melhoria da eficiéncia do uso de P envolve o manejo de fontes, doses,
formas de aplicacéo e, ainda, a compatibilizacdo com as demandas da planta. A
reducdo da taxa de aplicacdo de fertilizantes fosfatados altamente solUveis
mantendo-se patamares de produtividade vegetal representa uma estratégia a ser
trabalhada para manejo mais sustentavel dos sistemas agricolas. No presente
trabalho foi proposta a combinacédo de fosfato natural de Araxa (FNA) e micro-
organismos solubilizadores selecionados como alternativa complementar ao
fornecimento de P para a planta. Para tal, inicialmente foi avaliada a capacidade
de solubilizacdo de FNA in vitro por diferentes isolados de bactérias,
actinobactérias e fungos obtidos em estudos prévios do grupo. Dentre 0s micro-
organismos testados, os fungos foram o0sS que apresentaram 0S maiores
potenciais de solubilizacdo de P para compor bioinoculantes. Também foi
observado que a introducdo de um fungo solubilizador de P (Curvularia sp.)

alterou a dinamica deste elemento na fracdo labil do solo, mantendo
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concentracbes maiores de P-labil em solugdo por mais tempo. Ensaios em casa
de vegetacao evidenciaram o potencial destes micro-organismos em fornecer P
para plantas de milho e tomateiro com a possibilidade de substituicdo de até 30%
da dose de P recomendada para a cultura na forma de P-rocha, em substituicédo a
fontes de P soluveis como superfosfato simples. Estudos subsequentes
evidenciaram a importancia da aplicagéo localizada de P no aumento da eficiéncia
de uso por plantas de milho em substrato incubado com doses crescentes de P,
obtido de um solo com alta capacidade de adsorcéo de P. Por fim, foi avaliado o
uso combinado de micro-organismos solubilizadores de P (MSP) e &cidos
hamicos (AH), no qual foram observados ganhos de matéria seca e aumento do
conteudo de P com o uso de 40% da recomendac&o agronémica na forma de P-
sintético e 60% na de P-natural, resultando na reducdo da demanda de fertilizante
sintético. Os resultados aqui obtidos, tomados em conjunto, fundamentam a
possibilidade de adocdo de novas abordagens tecnoldgicas considerando a
otimizacdo da atividade biomineralizadora de P dos micro-organismos na

presenca de FNA visando o desenvolvimento de um novo insumo biolégico.
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ABSTRACT

GIRO, Validoro Bazoni, D.Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. May, 2015. Changes in phosphorus dynamics in the
soil-plant system promoted by microorganisms solubilizing. Advisor: Professor
Fabio Lopes Olivares.

The recovery of phosphorus (P) by plant roots is very low in most of
Brazillan soils as a result of a fast adsorption into the mineral fraction. Increase in
P-use efficiency P involves proper sources, doses, application forms, and the
compatibility with the demands of the plant. The reduction of the application rate of
highly soluble phosphate fertilizer sources maintaining productivity levels is a
strategy to be developed for more sustainable agricultural management systems.
In the present work, it was proposed the combination of Araxa’s natural phosphate
(ANP) with selected microorganisms as a complementary alternative for supplying
P to the plant. For that, It was initially evaluated the ability of different bacteria,
actinobacteria and fungi isolates to solubilize ANP in vitro. Fungi isolates had
shown remarkable ability to solubilize P, being the most suitable microorganisms
to compose bioinoculants. It was also observed that the inoculation with one
selected P-solubilizer fungus (Curvularia sp.) affected the dynamics of the P-labile
fraction of the element in the soil. Greenhouse experiments showed the potential
of these microorganisms to provide P to corn and tomato plants with the possibility
to replacing up to 30% of P dose in the form of P-rock. Subsequent studies using a
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soil substrate with high P-fixation capacity showed the importance of localized
application of P to increase P use efficiency in corn plants. Finally, we evaluated
the combined use of P-solubilizing microorganisms (MSP) and humic acid (HA)
and observed significant gains in dry matter and P content in maize plants using
40% of agronomic recommendation as P-synthetic form (superphosphate simple)
and 60% in P-natural (P-rock), resulting in the suggested reduction of synthetic
fertilization demands. Our findings, taken together, drive attention to new avenues
to develop technological approaches considering the optimization of P-
biomineralization activity using selected combination of microorganism and humic
acid in the presence of FNA applied in localized form for the development of a new

biological input  to increase P-efficiency use in agroforest systems.



1. INTRODUCAO

A geracdo de tecnologias de base biolégica na forma de inoculantes,
substratos enriquecidos biologicamente e fertilizantes organo-minerais é parte
fundamental de um conjunto estratégico de acbBes para desenvolvimento de
alternativas de producdo agricola economicamente viavel e ecologicamente
sustentaveis. A énfase na producdo vegetal baseada em insumos biolégicos
diminui a dependéncia por produtos industrializados (p.ex., fertilizantes sintéticos),
que apresentam baixa eficiéncia de uso pelas plantas e custos cada vez mais
significativos para producdo agricola, além de também apresentarem Varios
efeitos adversos sobre o0s solos, esgotando sua capacidade de retengcédo de agua,
sua fertilidade e equilibrio entre os nutrientes utilizados (Mohapatra et al., 2013).

Certas espécies de micro-organismos ja sdo largamente usadas como
produtos biolégicos capazes de fornecer nutrientes em substituicdo aos
fertilizantes sintéticos (Mohapatra et al., 2013). Uma parcela importante da
comunidade microbiana edafica possui a habilidade de solubilizar fosfatos
inorganicos permitindo a liberacdo de P-assimilavel pelas plantas (Silva Filho,
1998). A capacidade de solubilizagdo esta intimamente relacionada ao tipo e ao
manejo do solo (Nahas et al., 1994).

Fosfatos naturais fornecem fésforo (P) por menor custo por unidade de
massa (Renner, 2008). Portanto, estudos sobre a biosolubilizacdo de fosfatos de
rocha na presenca de micro-organismos com vias ao incremento da

disponibilidade desse macronutriente para as culturas podem torna-los uma fonte



de P ambientalmente e economicamente atraente para o processo produtivo (Van
Straaten, 2002).

Em solos intemperizados, a adsorcdo de P pode chegar a 11.500 kg ha™
de P,0s, com pelo menos 50% fixados em forma nao labil (Ribeiro et al., 1999).
Além disso, a recuperacgdo pelas culturas chega somente a 20% do P aplicado em
um ano agricola (Fernandes, 2006). Assim, para atender as demandas de P pela
cultura, sdo exigidas quantidades expressivas de fertilizantes fosfatados com alta
solubilidade em agua, estes industrialmente acidulados (p.ex. superfosfato
simples, superfosfato triplo, fosfato monoamonico (MAP) e fosfato diamonico
(DAP)). Os impactos econOmicos e a baixa eficiéncia de uso de P por fontes
altamente sollveis impdem a proposicao de alternativas mais sustentaveis para o
fornecimento de P para as plantas.

Embora fontes como fluorapatita de Araxd (Caio(PO4)s F2), com cerca de
339 g kg™ de P,Os (Vale Fertilizantes, 2011), sejam pouco soliveis em &gua
(Busato et al., 2005), micro-organismos solubilizadores de fosforo (MSP),
representados principalmente por bactérias e fungos (Son et al., 2006) sao
capazes de acidificar o meio, liberando &cidos organicos (AO) especificos e/ou
secretando H*, na presenca do P insolivel (Pi), disponibilizando-o em solugdo
(limer et al., 1995). A adicdo de MSP ou 0 manejo de suas populacfes tem sido
sugerido como forma de substituir ou diminuir o uso de fertilizantes fosfaticos
soluveis, mediante um melhor aproveitamento dos fosfatos naturais existentes ou
adicionados ao solo e dos formados pela aplicacao de fontes soltveis (Kim et al.,
1998).

Neste trabalho é proposto a combinacdo de fosfato natural de Araxa (FNA)
e micro-organismos selecionados como alternativa complementar ao fornecimento
de P para a planta. Assim, a partir de uma colecédo de micro-organimos (bactérias,
actinobactérias e fungos) isolados de vermicompostos produzidos no Nucleo de
Desenvolvimento de Insumos Bioldgicos para Agricultura (NUDIBA), foram
selecionados aqueles com maior capacidade de solubilizacdo de P utilizando
como fonte o FNA. Os isolados de maior potencial foram testados em formulagcdes
simples ou mistas para compor bioinoculantes e ensaios em casa de vegetacéo
evidenciaram o potencial destes micro-organismos em fornecer P para plantas de
tomate e milho. Ademais, utilizando como substrato um solo com reconhecida

capacidade de fixagéo de P, foi avaliada a dinamica de P em solugdo na presenca



e auséncia de micro-organismos e fontes de P, bem como a forma de aplicacao
de P no solo. Por fim, a proposi¢céo de formulacao de bioinoculantes com MSP na
presenca de acidos humicos revelou-se uma alternativa importante para o
aperfeicoamento das respostas da planta a atividade biomineralizadora de P e
seu aproveitamento pela planta. Estes resultados tomados em conjunto, associam
novas abordagens tecnoldgicas para otimizacdo da atividade biomineralizadora
de P dos micro-organismos na presenca de FNA e se constituiram na base para o

desenvolvimento de um novo insumo bioldgico.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Dinamica do fésforo no sistema solo - planta: P da rocha a biomassa
vegetal

Além da necessidade basica de P na nutricdo de plantas, existem outras
trés razdes pelas quais a aplicacdo de P é um dos principais temas de pesquisa
agricola: os precos dos fertilizantes dispararam nos ultimos tempos, tornando
fertilizantes fosfatados fora do alcance de muitos agricultores em paises em
desenvolvimento; uso do fosfato de rocha de alta qualidade (pouco grau de
impureza) em outras industrias fornecendo produtos mais caros, tais como
conservantes de alimentos, agentes anticorrosivos, cosméticos, ceramica,
fungicidas, tratamento de agua e metalurgia; e, por fim, as fontes de fosfato de
alta qualidade estdo sendo exauridas rapidamente com expectativa de
esgotamento em menos de 100 anos. Consequentemente a pesquisa agricola
deve focar em: 1) Rocha fosfatica de baixo conteudo de fasforo (9-11% de P,Os
ou menos) como uma fonte futura de fertilizante, visto ser um mineral mais
abundante e de distribuicdo mundial e 2) Outras fontes de fosfato, tais como os
derivados de estruvita advindos do tratamento de aguas residuais (Antoun, 2012).

O cenario acima é agravado pelo comportamento predominante do P no
solo que esta principalmente sob a forma de fosfatos insoltuveis (Abd - Alla, 1994).
Ademais, uma grande parte dos fertilizantes fosfatados aplicados aos solos é

fixada em formas muitas vezes nao disponiveis as plantas. Portanto, a maioria



dos solos contém grandes quantidades de reservas de fésforo ndo disponivel
(Rodriguez et al., 1999).

O P é um dos macronutrientes essenciais para 0 crescimento e
desenvolvimento de sistemas biolégicos (Ehrlich, 1990). Depois do nitrogénio (N)
€ 0 elemento quimico mais limitante para o crescimento das plantas (Arcand e
Schneider, 2006). Normalmente esta presente em niveis de 400 - 1200 mg dm?®
de solo (Fernandez e Novo, 1988) representando cerca de 0,2% da massa seca
da planta (Schachtmam et al.,, 1998). Este € parte integrante de diferentes
processos celulares de um organismo vivo e tem papéis definidos no metabolismo
da planta, tais como a divisdo celular, o desenvolvimento, a fotossintese, a
glicdlise, o transporte de nutrientes dentro da planta, a transferéncia de
caracteristicas genéticas de uma geracdo para outra, e a regulacdo das vias
metabolicas. A célula pode absorver varias formas de P, mas as formas aniénicas
predominantes s&o HPO,* ou H,PO,4 (Theodorou e Panxton, 1993; Taiz e Zeiger,
2013). Evidéncias sugerem que esses ions sdo transportados nas células
vegetais e flngicas especificamente por H" do tipo simporte, um transporte ativo
(Taiz e Zeiger, 2013). As plantas obtém esses anions a partir da solugéo do solo
na forma de fosfato inorganico oriunda de duas fontes: (a) produzido pelo
intemperismo das rochas ou (b) como pela mineralizacdo de formas de P-
organico derivado da decomposicdo vegetal, animal e/ou microbiana. Formas
minerais de foésforo no solo sdo representadas por minerais primarios
(secundéarios), tais como a apatita, hidroxiapatita, oxiapatita e fluorapatita, sendo a
principal caracteristica destes minerais, a sua insolubilidade, porém, sob
condicbes adequadas, podem ser solubilizados e tornam-se disponiveis para as
plantas e 0s micro-organismos.

O P mineral também pode ser encontrado associado a superficie de éxidos
hidratados de Fe, Al e Mn, que séo pouco solluveis e assimilaveis (Behera et al.,
2013).

Um segundo componente essencial de P no solo é constituido pela matéria
organica. Formas orgéanicas de P podem constituir com 30 a 50% do P total na
maioria dos solos, embora variem em uma faixa ampla de muito baixo a muito
elevado, ou seja, de 5 a 95% do total, respectivamente (Paul e Clark, 1988). O P
organico no solo estd em grande parte na forma de inositol fosfato (fitato). E

sintetizado por micro-organismos e plantas e € o mais estavel das formas



organicas de P no solo, sendo responsavel por até 50% do total de P organico
(Anderson, 1980; Harley e Smith, 1983). Outros compostos fosfaticos organicos
nos solos estdo na forma de fosfomonoésteres e diésteres, incluindo fosfolipidios,
acidos nucleicos e fosfotriésteres. Muitos destes compostos fosfaticos sao
materiais de elevada massa molecular que primeiro devem ser bioconvertidos a
qualquer fosfato idnico soltvel (HPO4*, H,PO®*), ou de baixa massa molecular
para ser assimilado pela célula vegetal (Goldstein, 1994).

O ciclo do P na biosfera pode ser descrito como "aberto” ou "sedimentar”,
porque nao existe nenhum intercambio com a atmosfera. Os micro-organismos
desempenham um papel central no ciclo de P natural. Este ciclo ocorre por meio
da oxidacdo e da reducdo de compostos de P, nos quais as reacfes de
transferéncia de elétrons entre os estadios de oxidacao variam de fosfina (-3) a
fosfato de (+5). Mecanismos e bioquimicos dessas transformacdes ainda ndo sédo
completamente compreendidos (Ohtake et al., 1996). A concentracdo de P soluvel
no solo é normalmente muito baixa, em niveis de 1 mg kg™ (Goldstein, 1994).

O P esta presente nas plantas como componente de biomacromoléculas
tais como as encontradas na classe dos acidos nucleicos, fosfolipidios e na forma
de ATP (Marschner, 1995). A principal fonte de P para plantas € o Pi, também
denominado de extraivel, trocavel, labil ou ainda disponivel (P-biodisponivel)
(Salcedo e Medeiros, 1995). Na maioria dos ecossistemas naturais de
crescimento vegetal é limitada a disponibilidade de Pi (Smith et al., 2003).

Os principais processos responsaveis pela manutencdo do equilibrio
cationico e anibénico frente as mudancas de pH na rizosfera sao:

1) A extrusdo de H" e OH ou;

2) A acumulacéo e degradacao de acidos organicos (Haynes, 1990).

7

A geracdo de acidez ou de alcalinidade na rizosfera € diretamente
influenciada pelas raizes das plantas, e causada por desbalancos na absorcéo de
nutrientes cationicos e aniénicos. A fim de manter a eletroneutralidade na
interface solo-raiz, a captacdo dos anions P (PO,*, H,PO*, HPO,?), pode ser
estequiometricamente balanceada pela excrecéo ativa de OH, do mesmo modo
que a absorcdo de um céation (por exemplo, NH,", Ca®*", Mg®, K' Na') é
equilibrada pela excre¢édo de H* (Haynes, 1990). A bioquimica da manutencéo do
pH no interior das células, pode ser modificada por acidos organicos fortes ou



fracos por meio de mecanismos de carboxilagdo/ descarboxilagéo (Davies, 1986).
A quantidade de acidos organicos excretados para solubilizar P quelando ions
metalicos governa a imobilizacdo ou geracdo de complexos soluveis com P ou
ambos (Neumann et al., 2000). Tais alteracdes no pH rizosférico podem ocorrer
em resposta a condigbes nutricionais adversas, tais como deficiéncia de P
(Haynes, 1990).

O contetdo de P na geosfera é geralmente elevado, mas a sua
disponibilidade para as plantas € muitas vezes limitada (Anwar e Jalaluddin,
1999). A rocha fosfatada é o maior reservatorio de P na natureza. No entanto,
mesmo um fosfato de rocha mais puro possui baixa solubilidade e pode nao ser
recomendado para uso direto nas culturas em algumas situa¢fes tais como de
cultivo intensivo de variedades precoces. As técnicas tradicionais para aumentar a
quantidade de P soltvel em fosfato de rocha ndo sdo amigéveis do ponto de vista
ecoldgico e energético e, portanto, novas técnicas sao necessarias (Vanlauwea et
al., 2000). Um caminho a ser explorado pode ser resultado da intensificacdo do
uso de processos microbianos na forma de inoculantes microbianos em
processos de bioaumentacdo. Por exemplo, Richardson et al. (2009) sugeriram o
uso de um inoculante especifico para melhorar a eficiéncia de fertilizantes
fosfatados, capaz de melhorar a disponibilidade de P no solo, ou a absor¢éo
desse elemento pelas raizes.

Os impactos positivos do uso de inoculantes contendo solubiluzadores de
P podem ser melhor percebidos em paises em desenvolvimento onde a auséncia
de P disponivel para as culturas é mais aguda e a rocha fosfatica utilizada como
fertilizante € majoritariamente constituida de P-insollvel, este quase indisponivel
para 0 crescimento das plantas (Antoun, 2012). Essa situacdo implica na
deficiéncia de P, que em todo mundo diminui a produtividade agricola em mais de
dois bilhdes de hectares (Oberson et al., 2001, Daniels et al., 2009).

O conteudo médio de P em solos € de 0,05% (m/m), mas apenas 0,01% do
P total estd disponivel potencialmente para as plantas (Zou et al., 1992). As
formas indisponiveis ocorrem na forma de um grande numero de complexos
quimicos soluveis que se ligam ao calcio, ferro e aluminio, gerando, assim, sais
de fosfato insollveis presentes no solo, e convertidos em formas indisponiveis
com baixa solubilidade (P- nado labil). Assim, quando formas soluveis de P séo

aplicadas como fertilizante, estas sédo facilmente precipitadas, resultando em



formas insolaveis, tais como: CaHPO,4, Casz(PO,),, FePO, e AIPO, e resultando
em baixa eficiéncia de absorgéo pelas plantas.

A adsorcao de fosforo € um processo pelo qual o fosfato biodisponivel &
removido da solucéo e retido a superficie de minerais do solo (Do Carmo Harta e
Torrente, 2007). A adsorcdo do fosfato € particularmente forte em complexos de
esfera interna com 6xidos de ferro e de aluminio hidratados (por exemplo, goetita)
gue predominam em solos altamente intemperizados dos tropicos (Jackman et al.,
1997; Onweremadu, 2007). Solos derivados de materiais vulcanicos (origem
ignea) - alofana, ferridrita, e goetita sdo responsaveis pela forte adsorcao de Pi a
partir da solugéo do solo (Jackman et al., 1997; Vistoso et al., 2012).

2.2. Problemas do uso de fontes de P sintéticas e solUveis

Muitos estudos tém sido realizados para substituir ou reduzir o uso de
agroquimicos na agricultura moderna em funcé@o de seus efeitos negativos sobre
o0 meio ambiente (Adesemoye e Kloepper, 2009; Dadhichet et al.,, 2011). O
aumento da populacdo humana pressiona para uma maior producdo de
alimentos, que por sua vez, conduz a uma maior demanda por fertilizantes e
pesticidas sintéticos (Berg, 2009; Hamuda e Patko, 2010). Tanto em paises
desenvolvidos como em desenvolvimento necessitam de grande quantidade
destes fertilizantes para atender as demandas contemporaneas e futuras de
alimentos.

Cerca de 50% dos fertilizantes sintéticos sdo usados para a producdo de
cereais (trigo, arroz e milho), e 50% de todos os fertilizantes sdo consumidos na
China, EUA e india (Roy et al., 2006). Somado a isso, o Brasil importa
aproximadamente 50% dos fertilizantes fosfaticos aplicados as culturas agricolas
(MF-SEAE, 2011), portanto, € importante minimizar a dependéncia dessa fonte
nutricional.

O Brasil é o sexto maior produtor mundial de fosfato, com cerca de 6,2
milhdes de toneladas de concentrado em 2011. Isto representa 3% da producéo
mundial estimada em 191 milhdes de toneladas. Com 0s novos investimentos
previstos, a producédo devera alcancar 11,6 milhdes de toneladas anuais para os
proximos cinco anos. A producdo mundial de rocha fosfatica esta concentrada em

sete paises, destacando-se China, Estados Unidos, Marrocos, Russia, Tunisia,



Brasil e Jordania. A China é a lider em producdo, com 72 milhdes de toneladas
(USGS - 2012).

O Brasil tem 310 milhdes de toneladas em reservas de minério contido,
localizadas principalmente em Minas Gerais (68%), seguido de Goias (14%), Sao
Paulo (6%) e outros estados com 12% (USGS — 2012). O Brasil, € ainda, 0 4°
consumidor mundial de fertilizantes, ficando atras apenas da China, da india e
dos Estados Unidos. A importacdo em 2011 cresceu vertiginosamente,
principalmente, dos produtos intermediarios de P, que saltou de 1,2 milhdo de
toneladas em 2010 (correspondente a US$ 561,3 milhdes), para 2,1 milhdes de
toneladas em 2011, com um custo de US$ 1,3 bilhdo (USGS — 2012).

Nas ultimas décadas, o uso intenso de insumos sintéticos na agricultura
desencadeou inumeros problemas ambientais. Entre eles, a poluicdo da agua, o
declinio na qualidade do produto colhido e da fertilidade do solo (Garshashi et al.,
2014). Usa-se cada vez mais fertilizantes sintéticos, consequentemente, a
poluicdo ambiental se agrava (Donner & Kucharik, 2008), prejudicando a saude
dos organismos vivos envolvidos na cadeia tréfica (Pineda, 2014). Gerando, por
conseguinte, o excesso de aplicacdo/depdsito de fertilizantes fosfaticos nos solos
cultivados (Omar, 1998). A maior parte dos fosfatos € rapidamente transformada
em formas insolluveis (Reddy et al., 2002) ou € lavada e/ou lixiviada pelas aguas
sobre ou dentro do solo. O aumento das aplicacbes regulares resulta,
infelizmente, na poluicdo do ambiente agricola (Shigaki et al.,, 2006). Por
dissolugcdo e carreamento, o ambiente urbano também pode ser afetado.
Portanto, a necessidade de desenvolvimento de tecnologias mais econdémicas e
ambientalmente corretas para resolver este problema € cada vez maior (Vassilev
& Vassileva, 2003). Formas alternativas para resolver estas questdes ambientais
devem ser criadas para uma agricultura mais alicercada em processos biolégicos

com praticas agricolas sustentaveis (Zarabi et al., 2011; Agamy et al., 2013).

2.3. Micro-organismos solubilizadores de P: Quem séo e o que fazem?

Os micro-organismos estdo envolvidos em uma gama de processos que
afetam a transformacédo de P no solo, sendo assim, parte integrante do ciclo de P.
Particularmente, a microbiota do solo é eficaz na liberagdo de P das formas
inorganicas e organicas por meio de processos de solubilizagdo e mineralizacao,

respectivamente (Hilda e Fraga, 1999).
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Recentemente, MSP tem atraido a atencao de agricultores como inoculante
de solo com a finalidade de melhorar o crescimento e a produtividade de uma
dada cultura (Young, 1994; Fasim et al., 2002). Dentre 0s grupos ativos na
solubilizacdo de P estdo as bactérias promotoras de crescimento (BPCV), as
quais promovem o crescimento da planta por diferentes mecanismos relacionados
a biofertilizacdo e bioestimulagédo (Glick, 1995). Sua habilidade de solubilizacdo
de P é considerada um dos papéis mais importantes associados a nutricdo de P
pela planta. Evidéncias da presenca de comunidades microbianas solubilizadoras
de P na rizosfera vegetal remontam ao ano de 1903 (Khan et al., 2007). Neste
contexto, bactérias e fungos sdo amplamente conhecidos como capazes de
solubilizar P em processos de biomineralizacdo. As bactérias representam o
dominio biolégico mais diverso, embora os fungos sejam mais eficazes na
solubilizacéo de P (Alam et al., 2002). Da populacdo microbiana total presente na
fracdo culturavel, as bactérias solubilizadoras de P (BSP) constituem de 1 a 50%,
enguanto fungos solubilizadores de P (FSP) representam somente 0,1 a 0,5% em
potencial de solubilizacdo (Chen et al., 2006). A rizosfera representa o nicho mais
abundante para abrigar comunidades de BSP em comparacdo com o solo néo
rizosférico e o ambiente endofitico (Katznelson et al., 1962; Raghu & MacRae,
1966). Os fluxos de carbono labil na forma de exsudatos, secrecdes e células
destacadas sustentam a atividade biomineralizadora dos MSP neste
compartimento de interface solo-planta (Vasquez et al., 2000).

Normalmente, um grama de solo fértil contém 10" a 10 bactérias, e sua
biomassa viva pode exceder 2,0 Mg ha™. As BSP s&o onipresentes com variacao
de formas e populacédo em diferentes tipos de solo. A populacéo de BSP depende
de diferentes propriedades do solo (propriedades fisicas e quimicas, matéria
organica e teor de P). Populacdes maiores sdo encontradas em solos agricolas e
pastagens (Yahya e Azawi, 1998). Bactérias tais como Bacillus megaterium, B.
circulans, B. subtilis, B. polymyxa, B. sircalmous, Pseudomonas striata, e
Enterobacter sp. sdo consideradas espécies solubilizadoras mais importantes
(Subbarao, 1988; Kucey et al., 1989). Estirpes ectorizosféricas de Pseudomonas
e Bacillus, rizébios endosimbidticos (lgual et al., 2001), bem como géneros
Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium, Microccocus, Aereobacter,
Flavobacterium e Erwinia tém a capacidade de solubilizar compostos de fosfato

inorganico insoluvel, tais como: fosfato di e tricalcico, hidroxiapatita e fluorapatita
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(Goldstein, 1986). Além do reino Monera, fungos do género Penicillium e
Aspergillus sado reconhecidamente solubilizadores de P (Whitela, 2000). Estes
fungos convertem P nao disponivel em formas disponiveis, produzindo
substancias promotoras do crescimento vegetal.

Os MSP sao capazes de solubilizar fosfato inorganico a partir de diferentes
fontes de P-mineral tais como fosfatos di e tri-calcicos, bem como fosfatos de
rocha apresentando, portanto, potencial para modulacdo do crescimento das
plantas pela melhoria da nutricio de P (Vessey, 2003). A biodiversidade
microbiana no solo desempenha um papel significativo no metabolismo de
moléculas complexas, disponibilizando nutrientes as plantas e oferecendo vias
bioquimicas, antibidticos, metabdlitos e outras moléculas Uteis para incremento da
produtividade agronémica para qual o contetdo e a qualidade da matéria organica
do solo (MOS) sdo essenciais para a sustentacédo da diversidade e atividade de
micro-organismos benéficos em ambientes agricolas mais conservacionistas.

As MSP podem aumentar a disponibilidade de P em solos por meio de
diferentes mecanismos que envolvem a transformacao de formas insolaveis do
fosfato em formas solGveis. O ortofosfato (PO,*) é a forma mais abundante no
solo e, pode ser absorvido diretamente pelas raizes ou raizes colonizadas por
MSP (Vasquez, 2000). Estes sdo capazes de transferir o P as plantas. Todavia,
ha uma escassez de informacfes sobre detalhes deste processo. No entanto, o
mecanismo principal da solubilizacdo de P-mineral é a liberacdo de metabdlitos
microbianos, principalmente &cidos organicos (Whitelaw, 2000; Lin et al, 2006),
que, por dissociacdo incrementam a atividade de H® no meio reacional. Os
grupamentos hidroxila e carboxila sdo capazes de quelar os cations ligados ao
fosfato, convertendo assim formas de P indisponivel em formas sollveis
(Kpomblekou & Tabatabai, 1994; Chen et al., 2006). Outros mecanismos atuantes
na solubilizagdo de P resultam da atividade de enzimas fosfatases ou, ainda,
sintese de agentes quelantes (Rodriguez e Fraga, 1999).

Estes acidos organicos de baixa massa molecular sédo produzidos
majoritariamente  pelos micro-organismos encontrados na rizosfera. A
concentracdo de acidos organicos de cadeia curta na solucdo do solo é
geralmente baixa, variando de 1 a 50 mM (Strobel, 2001). As vias metabdlicas,

regulacdo génica e producdo dessas substancias organicas por MSP ndo foram
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completamente elucidadas, sendo necessario gerar mais conhecimento sobre
este assunto.

Muitos acidos organicos sao eficazes na reducdo da adsor¢cdo ou
dessorcédo de Pi (Guppy et al., 2005). De acordo com Hue (1991) e Bolan et al.
(1994), a eficacia na diminuicdo da adsorcdo de Pi pode ser classificada como:
tricarboxilicos > dicarboxilicos > 4cidos monocarboxilicos. Estes acidos organicos,
tais como citrico, oxalico, gluconico, malico, entre outros, sdo produzidos pelas
raizes (Nwoke et al., 2008; Li et al., 2009) e pelos micro-organismos do solo
(Puente et al. 2009; Bashan et al. 2012). Portanto, os micro-organismos edaficos
podem remobilizar o Pi da superficie das particulas reativas dos solos, tornando-o
mais acessivel em solucao (Hoberg et al. 2005; He et al. 2002).

Em bactérias gram-negativas os acidos cetoglucénico e glucénico sdo os
principais acidos envolvidos na solubilizacdo de Pi (Panhwar et al., 2011). Esta
acidificacdo também esta associada com a liberacdo de compostos organicos na
forma de sais como citrato, oxalato, lactato e gluconato, produzidos por muitos
micro-organismos (Deubel & Merbach, 2005). A extrusdo de prétons pelas raizes
pode ser acompanhada pela liberacdo de anions de &cidos organicos, o que
contribuiu para a mobilizacdo e absorcdo de P pelas plantas de trigo inoculadas
com Bacillus sp. (Ogdit et al., 2011).

O fendbmeno de dessorcao de Pi por anions organicos é amplamente aceito
como um mecanismo para aumentar a disponibilidade de Pi na rizosfera. Isto
ocorre na superficie do solo por troca de ligantes (Sato & Comerford, 2006;
Bashan et al., 2012). No entanto, a concentracdo destes acidos organicos/anions
€ relativamente baixa na maioria dos solos porque eles podem ser precipitados
com os cétions livres (por exemplo, A**, Fe*" e Ca®"), adsorvidos na superficie de
minerais do solo, e/ou utilizados como fontes de carbono pelos micro-organismos
do solo (Jones et al., 2003). Assim, a microbiota da rizosfera competente, capaz
de produzir &cidos organicos ou anions, pode desempenhar um papel importante
no manejo da deficiéncia de Pi em solos de alta capacidade de adsor¢édo, como a
maioria dos solos tropicais altamente intemperizados.

Baldotto et al. (2011) aproveitaram o papel dos acidos organicos para
aumentar a disponibilizacdo do P em um substrato contendo uma fonte de P
insolivel em agua. A absorcdo e o acumulo do P, ao lado de um maior

crescimento e maior massa vegetal, podem ser conseguidos pela combinacéo de
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fosfato natural com &cidos orgéanicos. Tal eficiéncia agronémica pode ser atribuida
ao aumento da solubilidade de P decorrente da aplicacdo de acidos organicos
(Baldotto et al., 2011).

Reconhecendo as potencialidades dos MSP na biodisponibilizacdo de P
para as plantas (Antoun, 2012) é importante desenvolver praticas de manejo que
possam melhorar a disponibilidade e a eficiéncia de uso de P no solo (Oberson et
al., 2010). Fontes recalcitrantes podem ser disponibilizadas em solucdo via
processos de acidificacdo e secrecdo de acidos organicos por micro-organismos,
com impactos positivos sobre a absorcéo de P e sobre o crescimento de milho
(Hameeda et al., 2008).

A biossolubilizacdo de fosfatos de rocha para incremento da disponibilidade
pode torna-los uma fonte de P ambientalmente e economicamente atraentes no
processo produtivo (Van Straaten, 2002) fornecendo P por menor custo por
unidade de massa. A solubilizagdo da rocha granulada pelos micro-organismos
diminui o custo energético de fabricacdo de fertilizantes fosfatados a partir de
reac6es com o enxofre.

Devido a capacidade de solubilizacdo de P em fontes insollveis
inorganicas os MSP tém sido propostos para formulagéo de bioinoculantes para
aumentar a absorcdo de P e a produtividade das plantas cultivadas (Hameeda et
al., 2006b; Chen et al., 2008).

2.4. Fungos, actinobactérias e bactérias (principais solubilizadores e
mecanismos utilizados)

A pesquisa indica que MSP podem ser empregados para substituir em até
50% as fontes sintéticas de P aplicadas aos solos, resultando em reducdo da
demanda por fontes aciduladas de P. Existem varios micro-organismos do solo
que convertem formas de P insollveis em formas solUveis (Raju e Reddy, 1999)
pela acidificacdo e complexacdo competitiva de céations na superficie mineral
(Bianco e Defez, 2010; Mohapatra et al., 2013), aumentando a disponibilidade de
P em solucéo e fornecendo de 10 a 20% do P requerido pelas culturas.

A biodiversidade microbiana da rizosfera capaz de produzir e secretar
metabdlitos acidos esta diretamente relacionada ao aumento da disponibilidade
de P para as plantas. As analises dos sobrenadantes de cultivo de muitos MSP

demonstraram a producdo de acido mono, di e tri-carboxilicos. A correlacao direta
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entre quedas de pH e aumento na disponibilidade de P do meio de cultura foi
comprovada (Agnihotri, 1970; Liu et al., 1992, citados por Behera et al., 2013).
Acidos inorganicos tais como sulfurico (Hopkins e Whiting, 1916, citado por
Behera et al.,, 2013), nitrico e carbdnico envolvem outros mecanismos de
solubilizacédo de P. No entanto, a eficacia e a sua contribui¢do para a liberacdo de
P a solugcdo do solo parece ser menor do que a producdo de &cidos organicos
(Vazquez, 1996), ja que os anions dissociados se ligam aos Oxidos de ferro e

aluminio, reduzindo a fixacédo de P.

Quadro 1. Producédo de acidos organicos por MSP*

Acidos organicos Estirpes bacterianas e/ou Referéncias

fungicas

Acido 2-cetoglucénico Rhizobium leguminosarum, R.
meliloti, Bacillus firmus.
Bacillus ligueniformis, B.
amyloliquefaciens.

(Halder et al., 1990)

Acido acético (llmer e Schiner, 1992;

llimer e Schiner, 1982)

Acido citrico Pseudomonas sp. Serratia (Chen et al., 2006)
marcescens.

Acido glucénico Pseudomonas sp., Erwinia (llimer e Schiner, 1992; Liu
herbicola, Pseudomonas et al., 1992; Goldstein et al.,
cepacia. 1993)

Acido isobutirico Bacillus liqueniformis, B. (lmer e Schiner, 1992;
amyloliquefaciens. Banik e Day, 1982)

Acido isovalérico Bacillus ligueniformis, B. (lmer e Schiner, 1992;
amyloliquefaciens. Banik e Day, 1982)

Acido latico Bacillus ligueniformis, B. (llmer e Schiner, 1992;

Acido propiénico

amyloliquefaciens, Escherchia
trendi.
Bacillus megaterium

Banik e Day, 1982)

(Chen et al., 2006)

*Adaptado de Behera et al., 2013.

A secrecdo de &cidos organicos nao parece ser o Unico mecanismo
operante na solubilizacdo de P (Asea et al., 1988; Halder et al., 1990). A
solubilizac&o do fosfato de calcio tem sido relatada mesmo na auséncia de acidos
organicos em solucao (llimer e Schiner, 1992). Em andlises por cromomatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) do meio de cultura condicionado por
Pseudomonas nao foram detectados acidos organicos, a despeito da comprovada
solubilizac&o de P (lllmer e Schiner, 1995). Dessa maneira, a acidificacdo do meio
pode ter sido dada pela excre¢édo de H* proveniente da absorcdo de NH;" (Parks
et al., 1990) e da producéo de H,CO3 da respiracao (Juriank et al., 1986, citado
por Behera et al., 2013) evidenciando como mecanismos alternativos de

solubilizagdo do fosfato mineral. Esses pesquisadores também observaram uma
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rapida reducdo do pH e aumento da disponibilidade de Pi no meio durante os trés
primeiros dias de incubag&o.

A utilizacdo de glicose parece estar diretamente correlacionada com a
queda do pH. A atividade dos MSP mostrou ser devido a producdo de acido
glucénico a partir da glicélise realizada no espaco periplasméatico (Goldstein e Liu,
1987; Liu et al., 1992, citado por Behera et al., 2013), sugerindo que tal acido
pode levar a liberacdo de H' que, finalmente, solubiliza os fosfatos insolGveis
(Goldstein, 1994).

2.5. Métodos de sele¢do dos MSP

O método mais empregado na selecdo de MSP é baseado na deteccéo
visual de zonas claras ao redor das colénias dos micro-organismos previamente
isolados e inoculados em meios contendo fontes de fosfatos minerais insolluveis
principalmente fosfato tricalcico (Gupta et al.,, 1994). Este método pode ser
considerado confiavel para o isolamento e a caracterizacao preliminar dos MSP
(Goldstein e Liu, 1987; lllmer e Schinner, 1995). Um procedimento melhorado
desenvolvido por Gupta et al. (1994) usa o meio de cultura pikovasky contendo
azul de bromofenol, no qual halos coloridos amarelos séo formados em torno das
coloénias em resposta a queda de pH decorrente da liberacdo de acidos organicos
e outras fontes de acidez responsaveis pela solubilizacdo de fosfato.

Em alguns casos, tém sido observados alguns resultados contraditorios
com a deteccdo de halo em placa e a solubilizacdo de P em meio de cultura
liquido. Alguns pesquisadores relataram que muitos isolados mesmo nao
produzindo qualquer halo visivel na placa com &gar poderiam solubilizar varios
tipos de fosfatos inorganicos insoltveis em meio liquido (Louw e Webley, 1959,
citado por Behera et al., 2013). Talvez a variacdo das taxas de difusdo dos
diferentes &cidos organicos segregados por um organismo pode ser a causa
desta discrepancia (Johnson, 1959, citado por Behera et al., 2013).

Ademais, a selecdo de MSP ditos eficientes pelo método do halo pode néo
ser apropriada em algumas circustancias, uma vez que é empregado nos
trabalhos in vitro fosfatos tricalcicos como fontes de P (mais faceis de serem
acessadas pelos micro-organismos). Nos solos dos trépicos, acidos e em elevado
estadio de intemperismo, o P inorganico encontra-se nas formas de fosfatos de

ferro e aluminio e em reservas de apatitas, mais dificeis de serem solubilizadas
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via mineralizacdo biologica do P (Antoun, 2012; Bashan et al., 2012). Logo em um
programa de selecdo de MSP estas deveriam ser as fontes utilizadas.

Tendo em vista que a producdo de &acidos organicos representa o
mecanismo  majoritario de  solubilizacdo de P, sua determinacao
qualitativa/quantitativa por CLAE € relevante para o avanco das pesquisas com a
identificacdo de &cidos organicos em amostras de interesse (Chen et al., 2006).
Ja a deteccao qualitativa pode ser feita por cromatografia em camada fina (TLC)
(Joveva et al., 1991). Acidos organicos também podem ser detectados de forma
qualitativa e quantitativa, por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) (Sulbaran et
al., 2008).

2.6. Substancias humicas

A maior parte do carbono organico da superficie terrestre encontra-se na
forma de substancias humicas (SH) (Hayes e Malcon, 2001). De acordo com a
sua solubilidade, as SH podem ser fracionadas em: acidos humicos (AH), soluvel
em alcali e insolivel em &cido; acidos falvicos (AF), solavel em alcali e soluvel em
acido; e humina, insoluvel em alcali e 4cido (Kononova, 1982).

A estrutura macromolecular e a natureza polimérica das SH foram revistas
apos trabalhos envolvendo métodos quimicos distintos, tais como cromatografia
liguida de alto desempenho por exclusdo de tamanho (Piccolo, 2002),
ressonancia nuclear magnética (Simpson, 2002), espectroscopia de massa
(Piccolo e Spiteller, 2003; Saiz-Jimenez et al., 2006) e métodos quimiométricos
(Peuravuori, 2005).

A fracdo solluvel da matéria organica humificada pode ser considerada
como um complexo supramolecular que contém varios compostos heterogéneos
que tém uma massa molecular relativamente baixa, mas sao dinamicamente
associados por ligacbes fracas como interacbes hidrofébicas e ligacdes de
hidrogénio (Sutton e Sposito, 2005), estas facilmente rompidas por &cidos
organicos aplicadas em baixas concentragdes.

As SH condicionam a maior parte das propriedades quimicas, fisicas e
biol6gicas do solo e, além disso, afetam diretamente o crescimento das plantas
(Vaughan e Malcom, 1985). O vermicomposto € uma fonte naturalmente
enriquecida com AH e, além disso, também produz SH com elevada atividade

biolégica (Facanha et al., 2002; Canellas et al, 2002; Quaggiotti et al., 2004;
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Canellas et al., 2006; Rodda et al., 2006a,b; Zandonadi et al., 2007). Essas
substancias tém atividades similares as dos hormonios vegetais e aumentam a
absorcdo de nutrientes e o crescimento vegetal (Vaughan e Malcolm, 1985; Chen
e Aviad, 1990; Nardi et al., 2002), sugerindo sua aplicacdo a campo como agente
promotor do crescimento vegetal.

Os &cidos humicos pelo uso combinado com bactérias promotoras do
crescimento vegetal, podem atuar também no aumento da populacdo de micro-
organismos benéficos associados a planta e, consequentemente, no incremento
dos efeitos benéficos sobre a planta hospedeira (Marques Janior, 2006), além de
nao interferirem negativamente no crescimento e na atividade, estimulando a
colonizacdo das plantas pela microbiota nativa (Conceic¢éo et al., 2009).

A bioatividade das substancias humicas € em parte explicada por seus
efeitos sobre a H*-ATPase da membrana plasmatica, na qual moléculas bioativas
oriundas do arranjo supraestrutural dos &acidos humicos modulam a atividade
desta enzima. Esta estimulacdo promove o abaixamento do pH apoplastico, o
qual dispara uma acdo orquestrada de afrouxamento das fibrilas de celulose da
parede e incremento da pressao de turgescéncia pelo movimento de entrada de
agua no vacuolo celular, resultando em expansdo celular e, por conseguinte,
(Hager et al., 1991) explica a promocédo do crescimento do tecido radicular.
Ademais, alteracdes na arquitetura das raizes sao percebidas pela inducdo de um
namero maior de raizes laterais, evidenciado pelo aumento do nimero de sitios
de mitose e na proporcao de raizes finas, ja demonstrado para plantulas de milho
(Canellas et al., 2002; Zandonadi et al., 2007) e Arabdopsis (Dobbss et al., 2007).
Estas alteracdes anatdbmicas e bioquimicas podem beneficiar o estabelecimento
de micro-organismos benéficos nas raizes pelo aumento do nimero de pontos de
infeccéo (Cerigioli, 2006; Canellas e Olivares, 2014).

A acdo promotora de crescimento vegetal e acumulo de nutrientes nas
plantas pelos AH aplicados em baixas doses (Baldotto et al., 2011) se da através
da fragmentagdo supraestrutural deste no ambiente acidificado da rizosfera,
gerando subunidades potencialmente capazes de alterar o metabolismo celular,
por meio da ativacdo de H" ATPases da membrana plasmatica de células de raiz
(Piccolo, 2001; Facanha et al., 2002; Canellas et al., 2006). Além dos efeitos
bioativos e sua relacdo com a modulacéo da interagdo estrutural entre bactérias e

plantas, acidos humicos tém sido considerados excelentes veiculos e aditivos



18

para introducdo de micro-organismos benéficos na forma de inoculantes no
sistema solo-planta ou na forma de spray foliar na parte &erea, resultando em
beneficios sobre as taxas de sobrevivéncia e atividade microbiana (Canellas e
Olivares, 2014)

2.7. Desenvolvimento de insumos bioldgicos

A medida que a populacdo mundial continua a aumentar a um ritmo
acelerado, as demandas colocadas sobre a agricultura para oferta futura de
alimentos serdo um dos maiores desafios a serem superados. Para tanto, sera
necessario um grande esforco direcionado a melhor compreensdo da
complexidade do agrossistema quanto aos processos e interacdes que regem seu
equilibrio com foco no sistema biolégico do solo (Walpola e Yoon, 2012).

Os micro-organismos contribuem direta e indiretamente para o equilibrio do
solo por meio de suas atividades benéficas (Khan et al., 2007). Solubilizadores de
fosfato tém um papel chave para um crescimento 6timo das plantas em condicdes
de desequilibrio nutricional. A solubilizacdo natural do fosfato é econbmica,
ambientalmente correta compensando assim as fontes inorganicas caras de
fertilizantes sintéticos fosfatados (Wu et al., 2005).

O potencial biotecnologico de MSP pode ser descrito como:

a) Biofertilizante: células vivas ou latentes de micro-organismos benéficos,
gue aumentam a disponibilidade de nutrientes para as plantas.
(Goldstein, 1986, citado por Behera et al., 2013). Para a producéo
vegetal, o P é o segundo colocado apés o N em importancia, de modo
gue fertilizantes fosfatados sdo o segundo maior volume em produto
guimico granulado aplicado no campo e, portanto, o0 segundo elemento
guimico amplamente aplicado na Terra (Banik e Day, 1982, citado por
Behera et al., 2013);

b) Promocdo de crescimento de plantas e antagonismo a fitopatégeno:
bactérias benéficas de vida livre isoladas a partir da rizosfera que séo
eficientes na promocéo da melhoraria da fitossanidade ou na producao
vegetal, sdo descritas como promotoras de crescimento vegetal (Suslow
e Schroth, 1982, citado por Behera et al., 2013). Uma vasta série de
trabalhos sobre bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV)

relatou a capacidade de solubilizar P inorganico do solo apos
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inoculacdo em solo ou sementes (Gaur e Ostwal, 1972, citado por
Behera et al., 2013);

c) As propriedades mais frequentemente relacionadas com o carater de
promocédo do crescimento vegetal sdo: producédo de auxina, fixacdo de
N, antagonismo ao fitopatdégeno, cianogénese, solubilizacdo de fosfato
(Cattelan et al., 1999);

d) Producao de acidos organicos: principal mecanismo de solubilizacdo de
fosfato mineral € a producéo destes acidos e de fosfatases acidas que,
por sua vez, desempenham um papel importante na mineralizacéo do P
organico no solo. A producdo de &acidos organicos pelas BSP tem sido
bem documentada. Acido glucénico e 2 - &cido cetoglucénico parecem
ser 0 agente mais frequente de solubilizacdo de fosfato mineral (Chen
et al., 2005).

Embora existam exemplos de inoculantes isolados a partir do ambiente
edafico que conseguem estimular o crescimento e a produtividade das culturas, o
seu uso ainda é incipiente na agricultura. O sucesso de uma inoculacdo
especifica dependerd da espécie da planta e/ou cultivar. Em se tratando de
inoculacdo no substrato de plantio, as principais caracteristicas que determinam a
eficiéncia do procedimento estdo relacionadas com o tipo de substrato e sua
percentagem de umidade, condi¢cbes de temperatura, bem como o numero de
agentes bioldgicos nativos que possam impedir a interacdo MPCV em torno da
planta. Ademais, 0s inoculantes contém e/ou sdo micro-organismos Vvivos e 0
modo como séo desenvolvidos e a posterior tecnologia de aplicacdo sao fatores
gue podem afetar o resultado da inoculagéo nas plantas (Gaskin et al., 2010).

Devido ao potencial de contribuicdo dos diazotréficos associados as
plantas para o crescimento vegetal e ao sucesso da inoculagéo de simbidticos em
soja, tem-se buscado ampliar essa tecnologia de inoculantes e inoculacéo
também para plantas ndo leguminosas (Moreira et al., 2010).

No Brasil, estd sendo testado uma mistura de cinco espécies de
diazotréficos (Gluconoacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae, H.
rubrisubalbicans, Azospirilum amazonense e Burkholderia tropica) como um

inoculante misto para cana-de-agucar e outras Poaceae (Reis e Reis, 2009).



20

Nessa ultima década foi disponibilizado aos produtores de trigo e milho o
inoculante de Azospirillum brasilense lancado pela Universidade Federal do
Parand e Embrapa Soja, originado de pesquisas da primeira década dos anos
2000 envolvendo desde a selecdo de varias estirpes da bactéria Azospirillum
brasilense até o desenvolvimento do produto com finalidade de promover o
crescimento das plantas via processo de fixacdo biolégica do nitrogénio (FBN) e
producdo de diversos fitormonios. Resultados experimentais apontaram para
maior crescimento, absorcédo de agua e de nutrientes (Moreira et al., 2010).

A adocdo da tecnologia de inoculacdo com Azospirillum, somente para a
cultura do milho, pode resultar em uma economia estimada em U$1 bilh&o por
safra de acordo com a projecdo da EMBRAPA (2009).

A maior parte dos estudos de bactérias diazotroficas associativas esta
concentrada no género Azospirillum, provavelmente por influéncia das pesquisas
realizadas pela Dr2 Johanna Dobereiner. No entanto, grande diversidade destas
bactérias vem sendo revelada e pouco ainda se conhece sobre o potencial de
aplicacdes de muitas espécies ja descritas (Moreira et al., 2010).

Outra novidade € o produto Rizolyptus® inoculante biolégico para otimizar
0 enraizamento de miniestacas de eucalipto. O produto foi criado a partir de uma
parceria Bio-Soja e Universidade Federal de Vicosa e a eficiéncia foi comprovada
pela experimentacdo agricola realizada ao longo de cinco anos, nos quais foram
testadas mais de dois milhdes de mudas em dezenas de clones de eucalipto.
Dentre outros efeitos benéficos, essas rizobactérias foram capazes de aumentar a
producdo de brotacbes em minijardim clonal, incrementando em até 25% o
namero de miniestacas por minicepa; promoveram maior indice de enraizamento,
cujos ganhos médios atingiram 15%; promoveram o desenvolvimento de raizes
(37%) e da parte aérea (9%). A inoculacdo resultou, portanto, em maior
velocidade no desenvolvimento das mudas, otimizando a utilizagdo das estruturas
do viveiro.

Iniciativas para geracdo de insumos de base biolégica para agricultura
também vém sendo desenvolvidas no Nucleo de Desenvolvimento de Insumos
Biologicos para a Agricultura (NUDIBA) da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), como por exemplo, a patente INPI n.
0000220602675461 (Canellas et al., 2002; Marques Jr. et al., 2008; Conceic¢éo et
al., 2008). No NUDIBA a pesquisa esta aliada a geracao de tecnologias que visem
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0 uso de insumos alternativos aqueles que a indulstria sintetiza, a fim de estimular
ou nutrir a planta utilizando-se de matéria organica e/ou suas fragbes combinadas
com micro-organismos promotores de crescimento vegetal que podem ser
associados as culturas.

A capacidade dos micro-organismos em solubilizar os fosfatos inorganicos
€ conhecida ha muito tempo e, desde o inicio destes estudos, tem-se buscado o
desenvolvimento de inoculantes de solubilizadores. Essa € uma tecnologia com
grandes possibilidades econdémicas, existindo na Australia e no Canada produtos
utilizando tais micro-organismos como inoculantes: JumpStart e Philom Bios a
base de Penicillum bilaiae, no Canada, e na Australia, o PR-70 Release,
produzido pela Bio-Care Technology, utilizando Penicillium radicum (EMBRAPA,
2010).

Apesar de algumas tentativas comerciais nessa linha existirem no Brasil,
como o BioAtivo produzido pelo Instituto de Fosfato Biol6gico Ltda, a producao
destes biofertilizantes ainda se encontra em um estadio inicial, necessitando-se
de mais resultados de pesquisa, tanto na area de isolamento dos micro-
organismos mais eficientes quanto na determinacdo de combinacdes ideais de
isolados de MSP, na fonte de fosfato natural e na fonte de carbono, e finalmente,
na confirmacéo do valor agronémico desta tecnologia. Uma vez dominada, esta
tecnologia pode ter alto impacto na agricultura nacional, permitindo o uso em
larga escala de reservas nacionais de fosfato de baixa reatividade, reduzindo a
dependéncia de fertilizantes sintéticos processados (EMBRAPA, 2010).

Entretanto, a imprevisibilidade dos resultados de inoculagédo tem limitado o
uso comercial destes organismos na agricultura. Entre os possiveis fatores desta
imprevisibilidade estdo incluidos a competitividade do inoculante com a populacao
nativa de micro-organismos, dificuldades na formulacdo de inoculantes
(manutencgdo da viabilidade, alto niumero de células e estadio do crescimento),
baixa sobrevivéncia das estirpes inoculadas nos diferentes solos, agentes
microbianos adversos, especificidade do inoculante, estadio de desenvolvimento
da cultura, entre outros (Boddey e Dobereiner, 1988; Bashan e Holguin, 1997,
Olivares et al., 2010).

As restricbes ambientais, tecnoldgicas, de infraestrutura, financeira,
recursos humanos, falta de consciéncia, qualidade e marketing, também

contribuem para limitacdo de uso dos inoculantes.



22

- Restricbes ambientais: demanda sazonal por biofertilizantes, cultivo
simultaneo, curto espaco entre uma semeadura/plantio e outra, caracteristicas do
solo como salinidade, acidez, seca, alagamento;

- Restricbes tecnoldgicas: uso de estirpes improprias, menos eficientes
para a producdo, a falta de pessoal técnico qualificado, material de boa qualidade,
suporte de producdo de inoculantes de ma qualidade, sem compreender as
técnicas microbioldgicas basicas e, a curta vida de prateleira de inoculantes;

- Restricbes de infraestrutura: falta de equipamentos essenciais,
indisponibilidade de instalagbes adequadas para producédo, espagco para
laboratério, producdo, armazenamento;

- Restricdes financeiras: Indisponibilidade de recursos e problemas na
obtencdo de empréstimos bancarios e menos retorno por venda de produtos em
pequenas unidades de producéo (Mohapatra et al., 2013).

A bioinoculagcdo ndo apenas compensa 0 maior custo de fabricacdo de
fertilizantes para a industria, mas também mobiliza os fertilizantes aplicados ao
solo. Sistemas biologicos séo, por conseguinte, preferidos aos fertilizantes
sintéticos, ja que ndo sdo somente ambientalmente e economicamente corretos,
mas estdo envolvidos na melhoria da qualidade do solo e da manutencédo da
biodiversidade microbiana (Nain et al., 2010).

E importante considerar na preparacéo de inoculantes a geracdo de um
microambiente mais adequado incluindo protecéo fisica necessaria para periodos
prolongados de armazenamento e com isso evitar o rapido declinio das bactérias
introduzidas. Quando os micro-organismos séo direcionados ao plantio a campo,
devem ser capazes de resistir a diversidade edafica e tornar-se disponiveis para
as culturas desempenhando o papel de estimular o crescimento vegetal (Bashan,
1998).

Estudos que promovam este conhecimento devem ser apoiados e
incentivados visando ndo s6 uma agricultura de baixo custo e de baixo impacto
ambiental, como também desenvolver o potencial biotecnolégico que estes micro-
organismos apresentam. Identificar as condicdes de manejo que possam
contribuir para a maximizagéao dos processos que 0os MPCV realizam € desafio da
pesquisa contemporanea (Moreira et al., 2010).

Pesquisadores envolvidos em processos microbioldégicos aplicaveis a

agricultura acreditam que o sucesso de um micro-organismo introduzido pode
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estar mais relacionado com a sua capacidade reprodutiva e estabelecimento
populacional em um nicho particular em torno da rizosfera da planta do que com a
carga microbiana nos inoculantes aplicados. Micro-organismos introduzidos
devem ser capazes de competir com aqueles presentes no solo e sobreviverem
frente & predacdo por protozoarios e nematoides ali encontrados. Eles tém que
encontrar a fonte de alimentacdo adequada e condigbes ambientais para
sobreviver. Condicdes tipicas decorrentes do manejo convencional do solo como
flutuacbes no conteudo de agua e uso de fertilizantes ou agrotoxicos, afetam
substancialmente a introducdo de MPCV no sistema solo-planta (Gaskin et al.,
2010).

Devido a todos estes efeitos, 0s micro-organismos introduzidos podem nao
persistir durante muito tempo no solo e, consequentemente, os efeitos benéficos
de um inoculante vistos no campo sdo frequentemente menores do que 0s
observados sob condi¢des de laboratério. H4 também casos em que a aplicacéo
de uma estirpe bacteriana ou fungica tera melhores efeitos do que uma mistura de
MPCV (Gaskin et al., 2010).

Inoculantes sédo formulados e comercializados na forma fisica de po,
granulo ou liquida. Materiais pouco reativos como a turfa sdo frequentemente
utilizados como substrato de manutencéo temporaria e veiculo de transporte, a
fim de manté-los vivos e ainda auxiliar na prépria aplicacédo (Gaskin et al., 2010).

Existem varios métodos para a aplicacdo de inoculantes no solo. Entre eles
os indiretos, tais como inoculacédo de sementes ou plantulas revestidas ou, ainda,
a aplicacdo direta ao solo. Aplicacfes diretas no solo sdo geralmente feitas na
base das plantas, em torno da zona de raizes mais finas. Formulacdes diferentes
requerem diferentes métodos de aplicacdo (Gaskin et al., 2010).

O prazo de validade pode também ser um problema, uma vez que as
formulagbes contém organismos vivos que devem ser mantidos em local fresco
(de preferéncia refrigerado) e, uma vez misturados, devem ser usados téo
rapidamente quanto possivel, evitando assim, perda da viabilidade e insucesso na

resposta da cultura pés-inoculacao (Gaskin et al., 2010).
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3. HIPOTESE

A hipétese desse trabalho é que a selecdo in vitro de micro-organismos
solubilizadores de P com seu uso combinado com &cidos humicos sobre a rocha
fosfatada natural é possivel incrementar: (i) a disponibilidade e a absor¢cdo de
nutrientes via biosolubilizacdo de P; (ii) diminuir a aplicacdo de fontes sintéticas
de P sem perdas de produtividade; (iii) promover o aumento do desenvolvimento
de plantas cultivadas por meio destes insumos biolégicos, menos prejudiciais ao

meio ambiente.
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4. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade de solubilizacdo de

Pi por bactérias, actinobactérias e fungos promotores do crescimento vegetal a

fim de estimular processos de biossolubilizagdo do Pi, tendo como objetivos

especificos:

o

Testar a influéncia de duas granulometrias de fosfato natural de Araxa
(FNA) no processo de biossolubilizacdo por MPCV previamente
selecionados como capazes de solubilizar P;

Avaliar o efeito da introducdo de um fungo solubilizador de fosfato em
distintos substratos contrastantes quanto a disponibilidade de P-labil;
Testar a dinamica do Ps no tempo frente a inoculacdo em Argissolo
Amarelo;

Obter resposta de plantulas de milho e tomateiro a bioinoculacao;

Entender a influéncia do P incorporado e localizado em milho e€;

Avaliar o potencial de MSP na nutricdo de P em plantas de milho (efeito do

inoculante simples e misto).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. COMPARACAO DA SOLUBILIZACAO IN VITRO DE DUAS
GRANULOMETRIAS DE FNA POR MPCV

Para o ensaio experimental in vitro utilizou-se o meio liquido modificado
(Verma et al., 2001) para cultivo dos MSP, constituido de: 10 g L™ de glicose, 5 g
L™ de cloreto de aménio (NH4CI), 1 g L * de cloreto de sédio (NaCl), 1 g L™ de
sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgS0O,4.7H,0), 1,0 g L™ de FNA (Ca1o(PO4)s
F,), com concentracdo média de 339 g kg™ de P,Os (Vale Fertilizantes, 2011), 1 L
de agua destilada e ajuste de pH para 7,0.

Os tratamentos foram constituidos por trés MSP diferentes previamente
selecionados e usados isoladamente ou combinados, além dos controles, sendo
um absoluto sem utilizagdo tanto de P como MSP, e o controle sem MSP. Os
micro-organismos utilizados, advindos da colecdo do NUDIBA foram: uma
bactéria do género Serratia denominada de bactéria 22, uma actinobactéria do
género Streptomyces denominada 15 e um fungo do género Curvularia F5. Tanto
a bactéria como a actinobactéria foram isolados de vermicomposto. Os isolados
de bactéria e actinobactéria utilizados neste estudo foram obtidos a partir de
vermicomposto, e possuem as seguintes caracteristicas descritas por Aguiar
(2012): Serratia marcescens (bactéria 22): colbnia com coloragdo rosa, forma
circular, elevacdo pulvinada, bordo inteiro, superficie lisa e tamanho puntiforme,

célula em bastbes pequenos e pouco méveis, gram-positiva, solubilizadora de P
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inorganico e zinco, degradadora de celulose, fixadora de nitrogénio e produtora de
auxina sem e com triptofano como precursor, advinda de solo de Mata Atlantica
(20-40 cm) e, Streptomyces sp., Actinobactéria 15: colénia com coloracdo
amarela, isolada a partir da diluicdo 10 e, solubilizador de P inorganico, isolado
de vermicomposto de torta de filtro. Conforme Bento (2014), o isolado fungico foi
obtido a partir da superficie de folhas de cana-de-aglcar vas RB 86-7512, sendo
designado F5 e, identificado posteriormente, como Curvularia senegalenses (a ser
confirmada por métodos moleculares).

Estes micro-organismos foram incubados (aliquotas de 20 pL) em tubos de
ensaio contendo 5 mL de meio liquido DYGS, onde permaneceram 7 dias em
agitador orbital (180 rpm; 28°C), periodo demandado para um crescimento
aproximado de 10° células mL™. A partir do pré-inéculo, 100 L dessa suspenséo
contendo ou n&o o MSP foi transferido para erlenmeyers de 250 mL, com 50 mL
do meio liquido modificado (Verma et al., 2001), seguindo os tratamentos
descritos, onde permaneceram, também, 7 dias em agitador orbital (180 rpm;
28°C).

Todos os tratamentos foram construidos em triplicata. Com excec¢ao do
controle absoluto, testaram-se dois tamanhos de particulas distintas do FNA, os
retidos em peneira de 100 e 325. Os Quadros 2 e 3 apresentam as caracteristicas

dos materiais retidos nas duas peneiras.

Quadro 2. GCA- Grosso Concentrado Apatitico (100 mesh).

P205 Cao Fe203 SIOZ A|203 BaSO, MgO Retido 100 #

3508 46,23 2,85 4,20 0,38 0,52 0,63 12,20

Composicdo quimica (%) e separacdo fisica do fosfato natural de Araxa (FNA) de
granulometria # = 100, conforme Vale Fertilizantes (2011).

Quadro 3. FCA- Fino Concentrado Apatitico (325 mesh).

P205 Cao Fezo3 S|02 A|203 BaSO, MgO Retido 100 #

32,80 41,74 6,88 540 0,00 0,52 0,70 20,20

Composigdo quimica (%) e separacgédo fisica do fosfato natural de Araxa (FNA) de
granulometria # = 325, conforme Vale Fertilizantes (2011).
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Apbs o periodo de incubacdo o meio foi centrifugado (3.200 rpm por 15
min). Depois da separacdo do “pellet’, o pH final (pH;) e a concentracéo de PO,
soltvel (Ps) no sobrenadante foram mensurados usando o método do fosfato -
molibdato de aménio (EMBRAPA, 2009). Foi calculada a concentracéo de PO,?
solavel relativa (Ps;) =[(100*Ps)/ Pi], em %), onde P; é dado pela quantidade de
PO,* de cada tamanho de FNA utilizado. A massa seca (MS) do precipitado
(biomassa microbiana e P - precipitado) foi mensurada em balanca analitica, apés
filtragem em papel de filtro, seguido de secagem a 50°C por 96 horas.

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualisado com
duas repeticdes por tratamento. Foram obtidas as médias e seus respectivos
desvios padrdo, além da utilizacdo da analise de correlagdo linear de Pearson (r).
Foi utilizado o pacote estatistico SAEG (Ribeiro Jr. e Melo, 2008).

5.2. AVALIACAO DO FOSFORO SOLUVEL (Ps) EM SUBSTRATOS
DISTINTOS PELA APLICACAO DE UM FUNGO SOLUBILIZADOR DE P (FSP)

O fungo Curvularia senegalenses foi selecionado pela sua alta capacidade
solubilizadora de P em condi¢cdes de laboratério. Uma suspensdo de hifas e
conidios foi obtida e aplicada na proporcdo (10% volume/massa) em dois
substratos distintos compostos pela camada superficial de um Argissolo Amarelo
e vermicomposto de esterco bovino. As caracteristicas quimicas destes substratos
podem ser observadas nos apéndices: quadros 14 e 16. Foram usados dois
tamanhos de particulas distintas do FNA, as retidas em peneira de 100 e 325
mesh.

O isolado fungico foi incubado (aliquota de 20 pL) em tubos de ensaio
contendo 5 mL de meio liquido DYGS, no qual permaneceram 7 dias em agitador
orbital (180 rpm; 28°C). A partir do pré-indculo, 100 pL dessa suspensédo foi
transferida para erlenmeyers de 250 mL, com 50 mL do meio liquido DYGS, onde
permaneceu crescendo por sete dias, com 2,80x10° UFCs de Curvularia

senegalensis, seguindo os tratamentos abaixo (Quadro 4).



Quadro 4. Esquema dos tratamentos

Tratamentos & Fatores

SOLO VEB FNA#325 FNA#100 FUNGO H-0
----------------------------- g -------===se=memmeees emeeeeee ML eeeee-
TC SOLO 10,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,00
T1 10,00 0,00 0,01 0,00 0,00 3,00
T2 10,00 0,00 0,00 0,01 0,00 3,00
T3 10,00 0,00 0,00 0,00 3,00 0,00
T4 10,00 0,00 0,01 0,00 3,00 0,00
T5 10,00 0,00 0,00 0,01 3,00 0,00
TC VEB 0,00 10,00 0,00 0,00 0,00 3,00
T6 0,00 10,00 0,01 0,00 0,00 3,00
T7 0,00 10,00 0,00 0,01 0,00 3,00
T8 0,00 10,00 0,00 0,00 3,00 0,00
T9 0,00 10,00 0,01 0,00 3,00 0,00
T10 0,00 10,00 0,00 0,01 3,00 0,00

“'TC SOLO = controle solo: substrato formado por Argissolo Amarelo;

WT1 = S+ENA#325: substrato formado por Argissolo Amarelo com Fosfato Natural de Araxa
#325;

WT2 = S+ENA#100: substrato formado por Argissolo Amarelo com Fosfato Natural de Araxa
#100;

WT3 = S+F: substrato formado por Argissolo Amarelo incubado com solugdo de Curvularia
senegalenses;

T4 = S+FNA#325+F: substrato formado por Argissolo Amarelo com Fosfato Natural de
Araxa #325 incubado com solugéo de Curvularia senegalenses;

T5 = S+FNA#100: substrato formado por Argissolo Amarelo com Fosfato Natural de Araxa
#100 incubado com solucdo de Curvularia senegalenses;

WTC VEB = controle VEB: substrato formado por Vermicomposto de Esterco Bovino;

WT6 = VEB+FNA#325: substrato formado por Vermicomposto de Esterco Bovino com Fosfato
Natural de Araxa #325;

WT7 = VEB+ENA#100: substrato formado por Vermicomposto de Esterco Bovino com Fosfato
Natural de Araxa #100.

T8 = VEB+F: substrato formado por Vermicomposto de Esterco Bovino incubado com
solugéo de Curvularia senegalenses;

WT9 = VEB+FNA#325+F: substrato formado por Vermicomposto de Esterco Bovino com
Fosfato Natural de Araxa #325 incubado com solucdo de Curvularia senegalenses; e

WT10 = VEB+FNA#100: substrato formado por Vermicomposto de Esterco Bovino com
Fosfato Natural de Araxa #100 incubado com solugdo de Curvularia senegalenses.
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Foram realizadas avalicdes em dois periodos distintos, ou seja, aos 6 e 36

dias ap6s inoculacdo nas parcelas caracterizadas por tubos de ensaio de 50 mL,

incubados a 25°C. O volume do fungo e de &gua pura autoclavada utilizada

seguiu a seguinte regra: a umidade dos substratos utilizados (solo e/ou

vermicomposto) foi ajustada para o maximo permitido de 50% (MAPA, 2009).

O P soluvel em agua foi determinado pelo método do fosfato - molibdato de

amonio (EMBRAPA, 2009).

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualisado com

trés repeticbes por tratamento. Os resultados foram avaliados estatisticamente
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pela analise da variancia realizada de forma independente para cada época de
coleta. Foi utilizado o pacote estatistico do SAEG (Ribeiro Jr. e Melo, 2008).

5.3. DINAMICA DO FOSFORO SOLUVEL EM ARGISSOLO AMARELO
INOCULADO COM MICRO-ORGANISMO SOLUBILIZADOR DE FOSFORO

O experimento foi conduzido a partir da inoculagdo 100 pL de uma
suspensao de hifas e conidios desse fungo solubilizador que foi obtida e aplicada
na proporcéo (10% volume/massa) de Curvularia senegalensis com 3,70*10° UFC
mL™* em um horizonte B de um Argissolo Amarelo coletado em Campos dos
Goytacazes no colégio agricola Antonio Sarlo, cuja andlise quimica encontra-se
no apéndice 13, com adicéo de 50 mg 50 mg dm™ de P, na forma de superfosfato
simples (SS) — 2CaS04.2H,0 + Ca(H,P0O,4)2.H,O( (Quadro 5).

O Quadro 5 apresenta o esquema experimental utilizado. A incubacéo foi
realizada durante 360 horas de incubacdo a capacidade de campo e as coletas
foram realizadas ao longo do periodo de incubacéo: O, 1, 2, 5, 7, 24, 48, 168 e

360 horas de experimentacdo, em quatro repeticdes.

Quadro 5. Esquema de tratamentos para a dindmica do P-H,O

Tratamentos ) Argissolo SS Fungo  H,O
cm® g vaso cm® cm®

TCP 00,00 0,032 0,00 17,00

T1 50,00 0,000 0,00 17,00

T2 50,00 0,000 5,00 12,00

T3 50,00 0,032 0,00 17,00

T4 50,00 0,032 5,00 12,00

“'TCP = Controle positivo: Superfosfato simples (SS) diluido em agua.
WT1 = Arg: Argissolo Amarelo.
W12 = Arg + F: Argissolo Amarelo combinado com Curvularia senegalenses
513,70*105 UFCs).

T3 = Arg + SS: Argissolo Amarelo acrescido de superfosfato simples (SS).

Mg = Arg + SS + F:. Argissolo Amarelo acrescido de SS combinado com
Curvularia senegalenses (3,70*105 UFCs).

O isolado fangico foi incubado (aliguota de 20 pL) em tubos de ensaio
contendo 5 mL de meio liquido DYGS, onde permaneceram 7 dias em agitador
orbital (180 rpm; 28°C). A partir do pré-inéculo, 100 pL dessa suspenséo foi
transferida para erlenmeyers com meio liquido DYGS e um volume total
necessario para aplicacdo nos tratamentos formulados por tal bioinoculante, onde

permaneceu crescendo por sete dias.
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A contagem das unidades formadoras de colonias, antes da inocula¢do do
substrato foi feita via placa, apds cinco dias de incubacdo do MSP a 30 °C. Para
tal, uma aliquota de 1 mL da solucao fngica foi utilizada para diluicées de 107 a
10* em meio de cultivo BDA. Escolheu-se a diluicdo 10“ para contagem,
apresentando um resultado de 370.000 colonias por mL de suspensao do
bioinoculante aplicada.

Os substratos incubados foram mantidos em copinhos descartaveis de café
brancos (unidades experimentais) com volume de 50,0 cm® durante 360 dias de
experimentagao.

Ao longo desse periodo de incubacédo foram feitas andlises de P-H,O em
nove tempos de coleta: 0, 1, 2, 5, 7, 24, 48, 168 e 360 horas.

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado com
quatro repeticdes por tratamento. A andlise da variancia da regressao foi
realizada com o auxilio do pacote estatisitico do programa computacional
Sigmapilot.

5.4. RESPOSTA DAS PLANTULAS DE MILHO E TOMATEIRO A
BIOINOCULAQAO COM SOLUBILIZADORES DE P

O experimento obedeceu a um delineamento inteiramente casualizado com
cinco repeticdes. Os tratamentos avaliados foram constituidos pela incubacéo de
Argissolo Amarelo com fosfato natural de Araxa (FNA) ou superfosfato simples
(SS) com ou sem a inoculacdo de uma suspensdo de 2,33x10° UFCs de
Curvularia senegalensis, conforme Quadro 6. Aos 30 dias ap0s a semeadura,
todos os tratamentos receberam um terco da dose recomendada de SS,
eliminando a deficiéncia visual de fosforo de alguns tratamentos. Foi utilizado o

FNA com tamanho padronizado, ou seja, retido em peneira de 325 mesh (#).



Quadro 6. Esquema de tratamentos para semeadura do milho

Tratamentos Y Argissolo SS F FNA#325
dm?® gvaso ™ dm? gvaso

TC 5,5 0,00 0,000 0,00

T1 55 0,00 0,550 0,00

T2 5,5 0,00 0,000 0,84

T3 55 0,00 0,550 0,84

T4 55 1,72 0,000 0,00

WTC = controle negativo (CN): substrato formado por Argissolo Amarelo
acrescido de fertilizagdo soluvel sintética (100% da dose recomendada, segundo
Ribeiro, 1999), sendo fonte N, ureia, e, K, cloreto de potassio (Quadros 14 e 15,
V|de no apéndice), exceto fonte de P;

WT1 = F: substrato acrescido de Curvularia senegalenses (2,33*10° UFCs);
T2 = FNA: substrato acrescido de FNA #325;
(1)T3 FNA+F: substrato acrescido de Curvularia senegalenses e FNA #325;

T4 = SS: substrato formado por Argissolo Amarelo acrescido de fertilizagdo
solavel sintética (100% da dose recomendada, segundo Ribeiro, 1999), sendo
fonte de P, superfosfato simples (SS), N, ureia, e K, cloreto de potassio (KCI)
(Quadros 14 e 15, vide no apéndice).

Quadro 6.1. Esquema de tratamentos para
cobertura do milho

Tratamentos @ Fatores
SS Ureia  KCI
N —— g vaso "t --------
Semeadura 1,72 0,19 0,38
1° Cobertura 0,00 0,74 0,00
2° Cobertura 0,00 0,00 0,00
3° Cobertura 0,00 0,00 0,00

" Fatores: Fontes de P = superfosfato simples (SS); N =
ureia; e K = cloreto de potassio (KCI). Recomendacdes
baseadas em andlise de solo e, valores tabelados (Ribeiro,
1999).

Quadro 7. Esquema de tratamentos para semeadura do tomateiro

Tratamentos ) Argissolo SS F FNA#325
dm?® gvaso ' dm?® gvaso '

TC 55 0,00 0,000 0,00

T1 55 0,00 0,550 0,00

T2 55 0,00 0,000 10,06

T3 55 0,00 0,550 10,06

T4 55 14,44 0,000 0,00

WTC = controle negativo (CN): substrato formado por Argissolo Amarelo
acrescido de fertilizagdo sollvel sintética (100% da dose recomendada, segundo
Ribeiro, 1999), sendo fonte N, ureia, e, K, cloreto de potassio (Quadros 14 e 15,
V|de no apéndice), exceto fonte de P;
WT1 = F: substrato acrescido de Curvularia senegalenses (2, 33*10° UFCs);
T2 = FNA: substrato acrescido de FNA #325;
(1)T3 FNA+F: substrato acrescido de Curvularia senegalenses e FNA #325;
MT4 = SS: substrato formado por Argissolo Amarelo acrescido de fertilizagédo
solavel sintética (100% da dose recomendada, segundo Ribeiro, 1999), sendo
fonte de P, superfosfato simples (SS), N, ureia, e K, cloreto de potassio (KCI)
(Quadros 14 e 15, vide no apéndice).
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Quadro 7.1. Esquema de tratamentos para
cobertura do tomateiro

Tratamentos @ Fatores
SS Ureia  KCI
N — g vaso "t --------
Semeadura 14,44 0,25 0,38
1° Cobertura 6,19 0,75 1,14
2° Cobertura 0,00 0,75 1,14
3° Cobertura 0,00 0,75 1,14

) Fatores: Fontes de P = superfosfato simples (SS); N =
ureia; e K = cloreto de potassio (KCIl). Recomendacdes
baseadas em andlise de solo e, valores tabelados (Ribeiro,
1999).

A umidade gravimétrica do Argissolo Amarelo foi determinada obtida por
meio de dados de matéria umida (MUV) e, seca (MSV) a estufa de 105° C até
peso constante e, massa de agua (Masgua== MUV-MSV), onde a percentagem de
agua (%sgua) presente no solo foi obtida pela equagédo: %agua = (MUV-
Magua)-100/MUV. A %4g4a dO solo foi ajustada até ao maximo de 50% de umidade,
logo, a quantidade de solucdo bioinoculante e agua, foi ao final, para proporcionar
esse ganho maximo ou limite de 50% de umidade contida no solo e permitida
segundo EMBRAPA (2009). O experimento foi realizado entre 10 de julho de 2013
a 11 de setembro de 2013, em Campos dos Goytacazes, RJ.

Trés sementes de milho hibrido "cultivar DKB 789" e cinco de tomateiro
“Santa Clara” foram utilizadas por vaso de 5,5 dm>. Apds atingirem a altura de
plantulas foi realizado o desbaste permanecendo uma plantula por vaso.

Para a irrigacdo, manteve-se a umidade do substrato nos vasos em casa
de vegetacdo proxima a capacidade de campo. O substrato utilizado foi um
Argissolo Amarelo localizado na Estacdo Experimental da UENF, no Colégio
Estadual Agricola Antdnio Sarlo. As propriedades quimicas e fisicas do Argissolo
estdo no apéndice: Quadros 14 e 15.

Neste estudo, uma suspensao de hifas e conidios (10% volume/massa) de
Curvularia senegalensis foi obtida e aplicada de acordo com os tratamentos
esquematizados (Quadro 6, 6.1, 7 e 7.1). O in6culo foi obtido a partir da
incubacgéo de uma aliquota de 20 yL em tubos de ensaio contendo 5 mL de meio
liquido DYGS, onde permaneceram 7 dias em agitador orbital (180 rpm; 28°C). A
partir do pré-inéculo, 100 uL dessa suspensao foi transferida para erlenmeyers
com meio liquido DYGS e um volume total necesséario para aplicagdo nos

tratamentos formulados por tal bioinoculante, onde permaneceu crescendo por
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sete dias. O volume de Curvularia senegalenses aplicado apos trituracéo,
centrifugacéo e, posterior separagédo do meio DYGS, e de agua pura autoclavada
utilizada, seguiu a seguinte regra: a umidade do Argissolo Amarelo utilizado como
substrato foi ajustada para o maximo permitido de 50% (EMBRAPA, 2009). A
contagem das unidades formadoras de col6nia, antes da bioinoculagdo do
substrato, foi feita via placa, apés cinco dias de incubag¢do do MSP a 30°C. Para
tal, uma aliquota de 1 mL da solucao fngica foi utilizada para diluicées de 107 a
10* em meio de cultivo BDA. Escolheu-se a diluicdo 10“ para contagem,
apresentando um resultado de 233.000 colonias por mL de solugdo bioinoculante
aplicada.

As plantas teste (milho e tomateiro) foram mantidas em vasos de polietileno
pretos (unidades experimentais) com volume de 5,5 dm?® durante 61 dias de
experimentacdo. Ao final de 61 dias apds a inoculacdo (DAI) foram feitas andlises
biométricas e nutricionais. Foi determinado o volume radicular (VR) das unidades
experimentais por meio de uma proveta, vendo-se a variacdo de um dado volume
de &gua inicial e anotando-se a diferenca como o volume radicular em
centimetros cubicos. As raizes foram lavadas até remocao completa dos residuos
de solo e medido a massa fresca e massa seca ap0s massa constante, em estufa
de ventilagdo forcada a 60°C. O material vegetal seco da parte aérea, apos a
determinacdo da MSPA, foi moido e passado por peneira de 60 malhas cm™.
Apds digestdo sulfirica combinada com peroxido de hidrogénio, foram
determinados os teores de N, P, K, Ca e S. Estes multiplicados pela MSPA
resultaram nos conteudos totais de N, P, K, Ca e S. O teor de N foi determinado
pelo método de Kjeldahl; o P por colorimetria, ap6s reacdo com vitamina C e
molibdato de aménio. A determinacéo de K foi realizada por fotometria de chama
e os teores de Ca, Mg e S por espectrofotometria de absorcdo atdbmica. As
andlises foram realizadas no Laboratério de Andlise de Solos e Fertilizantes da
UFRRJ, Campus Leonel Miranda, Campos dos Goytacazes, RJ.

Foi realizada andlise de variancia dos dados, na qual os fatores
qualitativos foram desdobrados em efeitos comparativos entre grupos tratados
como padrdo de aceitacdo ou rejeicdo. Para analise de variancia foi aplicado o
teste F (Steel e Torrie, 1960). Quando necessario as médias foram comparadas

pelo teste de Fisher-LCD em 1% de probabilidade. Foi utilizado o delineamento
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experimental inteiramente casualizado com cinco repeticbes. Foi utilizado o
pacote estatistico SAEG (Ribeiro Jr. e Melo, 2008).

5.5. INFLUENCIA DO P INCORPORADO E LOCALIZADO EM MILHO

O experimento obedeceu a um delineamento inteiramente casualizado com
quatro repeticbes por tratamento constituidos por 0, 20, 40, 60, 80 e 100% da
dose recomendada de superfosfato simples (SS) combinado com 100, 80, 60, 40,
20 e 0% da dose recomendada de fosfato natural de Araxa (FNA), na cultura teste
milho hibrido "cultivar DKB 789" (Quadro 8).

O Quadro 8 demonstra as quantidades recomendadas de fertilizantes por
volume de solo, corrigido na pré-semeadura com calcario dolomitico 1 g kg™,
utilizados nos 30 dias de experimentacdo. Foi utilizado o FNA retido em peneira
de 325 mesh (#).

Quadro 8. Esquema de tratamentos para a semeadura do milho

Tratamentos ) Argissolo SS FNA#325  Ureia KCI
dm?® gvasol gvaso® gvasol gvaso™

0 1,0 0,00 0,12 0,04 0,08

20 1,0 0,04 0,10 0,04 0,08

40 1,0 0,09 0,07 0,04 0,08

60 1,0 0,13 0,05 0,04 0,08

80 1,0 0,18 0,02 0,04 0,08

100 1,0 0,22 0,00 0,04 0,08

Yo = 0% de SS+100% de FNA: substrato formado por horizonte B de Argissolo Amarelo
acrescido de 100% da fertilizagdo insolavel natural via FNA (dose recomendada, segundo
Ribeiro, 1999), sendo fonte N, ureia, e, K, cloreto de potassio (Quadros 14 e 15, vide no
aPéndice), exceto fonte de P;

W20 = 20% de SS+80% de FNA: substrato formado por horizonte B de Argissolo Amarelo
acrescido de 20% da fertilizagdo soluvel sintética via SS e 80% da fertilizag&o insolavel natural
via FNA (dose recomendada, segundo Ribeiro, 1999), sendo fonte N, ureia, e, K, cloreto de
gotéssio (Quadros 14 e 15, vide no apéndice), exceto fonte de P;

)40 = 40% de SS+60% de FNA: substrato formado por horizonte B de Argissolo Amarelo
acrescido de 40% da fertilizagdo soluvel sintética via SS e 60% da fertilizag&o insolavel natural
via FNA (dose recomendada, segundo Ribeiro, 1999), sendo fonte N, ureia, e, K, cloreto de
gg)téssio (Quadros 14 e 15, vide no apéndice), exceto fonte de P;

60 = 60% de SS+40% de FNA: substrato formado por horizonte B de Argissolo Amarelo
acrescido de 60% da fertilizagdo soluvel sintética via SS e 40% da fertilizag&o insolavel natural
via FNA (dose recomendada, segundo Ribeiro, 1999), sendo fonte N, ureia, e, K, cloreto de
gotéssio (Quadros 14 e 15, vide no apéndice), exceto fonte de P;

)80 = 80% de SS+20% de FNA: substrato formado por horizonte B de Argissolo Amarelo
acrescido de 80% da fertilizagdo soluvel sintética via SS e 20% da fertilizag&o insolavel natural
via FNA (dose recomendada, segundo Ribeiro, 1999), sendo fonte N, ureia, e, K, cloreto de
gotéssio (Quadros 14 e 15, vide no apéndice), exceto fonte de P e;

)100 = 100% de SS+0% de FNA: substrato formado por horizonte B de Argissolo Amarelo
acrescido de 100% da fertilizagdo soluvel sintética via SS (dose recomendada, segundo
Ribeiro, 1999), sendo fonte N, ureia, e, K, cloreto de potassio (Quadros 14 e 15, vide no
apéndice), exceto fonte de P.
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O experimento foi realizado entre 28 de abril de 2014 a 27 de maio de 2014
em Campos dos Goytacazes, RJ. Trés sementes do milho hibrido foram utilizadas
por vaso de 1,0 dm>. Apés atingirem a altura de plantulas foi realizado o desbaste
permanecendo uma plantula por vaso.

A umidade do Argissolo Amarelo foi mantida proxima a capacidade de
campo em todo periodo trabalhado. Para a irrigacdo, manteve-se a umidade do
substrato nos vasos em casa de vegetacao proxima a capacidade de campo. O
substrato utilizado foi um Argissolo Amarelo localizado na Estacdo Experimental
da UENF, no Colégio Estadual Agricola Antbnio Sarlo. As propriedades quimicas
e fisicas do Argissolo estdo no apéndice: Quadros 14 e 15.

As plantas teste (milho) foram mantidas em vasos de polietileno (unidades
experimentais) com volume de 1,0 dm® durante 30 dias de experimentacéo. Ao
final desse periodo foram feitas andlises biométricas e nutricionais. Foi avaliado a
matéria fresca da parte aérea e da raiz, e o volume radicular (VR) pelo método da
proveta. As raizes lavadas para remocdo dos residuos de solo e pesadas para
avaliacdo da massa fresca e, apés adquirirem massa constante, em estufa de
ventilacdo forcada a 60°C foi avaliada a massa seca das raizes (MSR) e da parte
aérea (MSPA). O material vegetal seco da parte aérea, ap0s a determinacdo da
MSPA, foi moido e passado por peneira de 60 malhas cm™?. Ap6s digestdo
sulfirica combinada com peroxido de hidrogénio foi determinado o teor dos
nutrientes conforme descrito no experimento anterior.

Foi realizada a andlise da regressao com auxilio do pacote estatistico do

programa Sigmaplot.

5.6. AVALIACAO DO POTENCIAL DE MSP NA NUTRICAO DE P EM PLANTAS
DE MILHO (EFEITO DO INOCULANTE SIMPLES E MISTO)

Foram conduzidos dois experimentos independentes denominados de
ensaio VI e ensaio VII, respectivamente, nos quais foi utilizado o milho
hibrido "cultivar DKB 789" com delineamento experimental inteiramente

casualizado com quatro repeticoes por tratamento descritos a seguir:
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e Ensaio VI:

TO: Controle (sem P e micro-organismos);

T1: 40% da dose recomendada de SS (sem micro-organismos);

T2: 60% da dose recomendada de FNA (sem micro-organismos);

T3: Bactérias (Serratia marcescens BAC 22 e Burkholderia sp. BAC 14 H);

T4: Fungos (Curvularia senegalensis F5 e fungo néo identificado F309) e;

T5: Bactérias (S. marcescens BAC 22 e Burkholderia sp. BAC 14 H) e fungos
(C. senegalensis F5 e F309).

e Ensaio VII:

T1: Controle com 40% da dose recomendada de SS mais 60% da dose

recomendada de fosfato natural de Araxa (FNA);

T2: 40% da dose recomendada de SS mais 60% da dose recomendada de

FNA combinada com bactérias (S. marcescens BAC 22 e Burkholderia sp.

BAC 14 H);

T3: 40% da dose recomendada de SS mais 60% da dose recomendada de

FNA combinada com fungos (C. senegalensis F5 e F309);

T4: 40% da dose recomendada de SS mais 60% da dose recomendada de

FNA combinada com bactérias (S. marcescens BAC 22 e Burkholderia sp.

BAC 14 H) e fungos (C. senegalensis F5 e F309);

T5: 40% da dose recomendada de SS mais 60% da dose recomendada de

FNA combinada com bactérias (S. marcescens BAC 22 e Burkholderia sp.

BAC 14 H) mais &cido humico;

T6: 40% da dose recomendada de SS mais 60% da dose recomendada de

FNA combinada com fungos (C. senegalensis F5 e F309) mais acido humico;

T7: 40% da dose recomendada de SS mais 60% da dose recomendada de

FNA combinada com bactérias (S. marcescens BAC 22 e Burkholderia sp.

BAC 14 H) e fungos (C. senegalensis F5 e F309).

No Quadro 9 observam-se as quantidades aplicadas, junto a raiz das
plantas (na forma localizada) das fontes de N, P e K (m/v) e da suspencao de
acidos humicos e micro-organismos (v/v) utilizados. O substrato foi corrigido na
pré-semeadura com calcério dolomitico 1 g kg™. Foi utilizado o FNA retido em
peneira de 325 mesh (#) com concentracéo de P de 328 g kg™ de P,O:s.
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Quadro 9. Quantidades aplicadas dos insumos de acordo com os tratamentos
propostos na semeadura do milho

Bioprodutos™” ARG SS FNA AH BAC F Ureia KClI
dm® gvaso’ gvaso’ mgCL' - dm® - gvaso gvaso’
Quantidade 1,00 0,09 0,07 20,00 0,10 0,10 0,04 0,08

“Oonde: ARG = Horizonte B de Argissolo Amarelo; SS = Superfosfato Simples; FNA = Fosfato
Natural de Araxa; AH = Acidos Humicos isolados de torta de filtro, BAC = Bioinoculantes
bacterianos (aproximadamente 1,0 x 10° células mL™ da S. marcescens BAC 22 e Burkholderia
sp. BAC 14 H em mistura); F = Bioinoculantes flingicos (aproximadamente 3,0 x 10° UFC mL™ do
C. senegalensis F5 e F309 em mistura); Ureia = fonte de N; e KCI = cloreto de potassio — fonte de
K; de acordo com a recomendac¢do de Ribeiro et al. (1999) para o substrato Argissolo Amarelo
(Quadros 14 e 15, vide apéndice).

O volume dos insumos biolégicos aplicados na forma liquida respeitou o
limite de &gua capaz de umidificar todo substrato contido no vaso de 1 dm? ,
mantendo-se proximo a capacidade de campo. Apds a aplicacédo dos tratamentos,
a umidade do substrato foi mantida préxima a capacidade de campo, durante todo
o0 periodo experimental. Os ensaios foram realizados em casa de vegetacao,
entre novembro e dezembro de 2014, periodo caracteristico de temperaturas e
luminosidade mais alta em Campos dos Goytacazes, RJ.

Sementes de milho hibrido "cultivar DKB 789" germinadas em bandejas
com areia e, ap0s germinacéo, estas foram selecionadas de acordo com altura e
0 vigor e transplantadas para vasos contendo 1 dm® de substrato formado por
Argissolo Amarelo descrito no experimento anterior. Para a irrigagdo, manteve-se
a umidade do substrato nos vasos em casa de vegetacdo proxima a capacidade
de campo.

Os &cidos huamicos foram isolados de vermicomposto de torta de filtro, no
qual foi seco em estufa de ventilagdo forcada a 60 'C, até alcancar massa
constante. Os AH foram isolados usando-se NaOH 0,1 mol L™ (1:20 m/v) sob
atmosfera de N,. ApGs agitacdo por 16 horas, o material foi centrifugado a 1.037¢g
por 30 minutos. O sobrenadante foi coletado e o pH do extrato foi imediatamente
ajustado para 1,5 com HCI 6 mol L™. Depois de 16 horas, a fracdo de &cidos
fulvicos foi sifonada e descartada. O material remanescente (precipitado de
acidos htimicos) foi solubilizado em NaOH 0,1 mol L™ e centrifugado a 1.037g por
15 minutos e o sobrenadante descartado. A dissolucdo e a re-precipitacdo dos
acidos humicos foram repetidas por mais duas vezes. A seguir, 0 precipitado de
acidos humicos foi solubilizado e permaneceu em HF+HCI 5 % por 48 horas,
visando a remocéo de residuos de minerais de argila silicatada, sendo a seguir

centrifugado a 1.037 g. Os acidos humicos foram lavados com 200 mL de HCI
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0,01 mol L, centrifugados a 1.037 g. A seguir, o precipitado de &cidos htimicos
foi lavado com &gua destilada até teste negativo para Cl ~ usando-se AgNO3 0,1
mol L™ e, depois, transferiu-se para membranas de diélise de 10 mL (cut-off 1
KDa, Thomas Sci.). Apos a dialise, até a obtencao de condutividade elétrica igual
a da H,0O destilada, os AH foram liofilizados e armazenados em dessecador, para
posterior utilizacdo, como solugao.

Os micro-organismos solubilizadores de P (MSP) foram previamente
selecionados em ensaios conduzidos in vitro. Estes apresentaram elevada
capacidade de solubilizacdo de P em meio sélido e subsequentemente em meio
liguido modificado (Verma et al., 2001) pela introducdo do fosfato natural de Araxa
(FNA) como fonte de fosforo (resultados desta tese nos Ensaios 5.1 e 5.2). Os
isolados microbianos utilizados para producéo dos indculos mistos bacterianos e
mistos flngicos constam no proximo Quadro: 10.

Para preparo dos inéculos, os isolados microbianos utilizados foram
incubados em meio DYGS liquido para obtencdo do pré-inéculo, a partir de
estoque em meio solido inclinado sob o6leo de parafina estéril ou de placas
contendo meio BDA, respectivamente para as bactérias e os fungos. A biomassa
obtida com uma alga de platina foi transferida para um tubo de ensaio contendo 5
mL de meio liquido DYGS e incubada por 48 horas (bactéria) e 96 horas (fungo)
em agitador orbital a 30 °C e 180 rpm. Subsequentemente, uma aliquota de 100
ML do meio de crescimento foi transferida para erlenmeyers contendo 100 mL do
mesmo meio liquido DYGS, sendo incubada nas mesmas condi¢cdes do pré-

in6culo.

Quadro 10. Micro-organismos solubilizadores de P altamente eficientes,
previamente selecionados em estudos in vitro e utilizados no presente ensaio.

Micro-organismo Posicédo Cédigo da Origem Fonte
Utilizado Taxonbmica Estirpe
Bactéria Serratia BAC 22 Solo (20-40 cm) Aguiar, 2012
marcescens Mata Atlantica
Bactéria Burkholderia BAC 14H Vermicomposto Bento, 2014
sp. Esterco bovino
Fungo Curvularia F5 Vermicomposto Bento, 2014
senegalensis
Fungo F 309 F 309 Vermicomposto Bento, 2014

O volume da suspensédo de MSP aplicado era tal que a umidade final do
Argissolo Amarelo utilizado como substrato foi ajustada para o maximo permitido
de 50% (MAPA, 2009). As bactérias crescidas em meio DIGYS liquido foram
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centrifugadas a 12000 rpm por 10 minutos para obtencdo de um pellet microbiano
e em seguida resuspensas em agua estéril com ajuste espectrofotométrico de
densidade Optica equivalente a 1,0 a 460 nm de comprimento de onda, o que
corresponde a aproximadamente 10° células mL™. A contagem das unidades
formadoras de colbnia, antes da bioinoculagcdo do substrato, foi feita via placa,
apos cinco dias de incubacédo do MSP a 30°C. Para tal, uma aliquota de 1 mL da
solucao fangica foi utilizada para diluicdes de 102 a 10 em meio de cultivo BDA.
Escolheu-se a diluicdo 10 para contagem manual, apresentando um resultado
de 300.000 col6nias por mL.

As plantas teste (milho hibrido "cultivar DKB 789") foram mantidas em
vasos de polietileno brancos (unidades experimentais) com volume de 1,0 dm?®
durante 30 dias de experimentacdo. Ao final desse periodo foram feitas analises
biométricas e nutricionais. O sistema radicular foi separado da parte aérea,
lavados em agua corrente até completa remoc¢do dos residuos de solo. Foi
determinado a matéria fresca da parte aérea e da raiz e o volume radicular (VR).
Este ultimo medido por meio do deslocamento da agua em uma proveta graduada
e expresso em centimetros cubicos. Em seguida, o material vegetal foi levado em
estufa de circulacio forcada e seco a 60°C até aquisicdo de massa constante. A
massa seca da raiz (MSR) e a matéria seca da parte aérea (MSPA) determinadas
em uma balanca analitica e expressas em gramas. Apos a determinacdo da
MSPA, o material vegetal foi moido e submetido a peneiramento de 60 malhas
cm?, e ap6s digestdo sulfirica combinada com peréxido de hidrogénio, a
composicdo nutricional foi determinada conforme descrito em experimento
anterior. Foi realizada andalise de variancia dos dados, na qual os fatores
qualitativos foram desdobrados em efeitos comparativos entre grupos tratados
como padrao de aceitacdo ou rejeicdo. Para andlise de variancia foi aplicado o
teste F (Steel e Torrie, 1960), sendo que quando fosse detectado efeito
significativo, o teste de Fisher-LCD em 5% seria utilizado para a comparacéo das
médias. O ensaio experimental foi desenhado ao acaso e consistiu de quatro
(atributos biométricos) ou trés parcelas (atributos nutricionais) por tratamento. Foi
realizada a analise da variancia com auxilio do programa SAEG (Ribeiro Jr. e
Melo, 2008).



41

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. COMPARACAO DA SOLUBILIZACAO IN VITRO DE DUAS
GRANULOMETRIAS DE FNA POR MPCV

No quadro 11 séo apresentados os resultados dos valores finais de pH e o
conteudo de P em solucédo resultantes da avaliacdo do potencial de solubilizacao
de fosforo de 25 micro-organismos (12 bactérias e 13 fungos) em meio liquido na
presenca de fosfato de rocha de Araxa (7 dias de incubacgéo). Os resultados
apresentados evidenciam uma relacdo clara entre o abaixamento do pH e o
aumento da concentracédo de fosforo no meio de cultura, sugerindo a extrusdo de
prétons e principalmente dissociacdo de acidos organicos em préton e seu sal
corrrespondente como mecanismo principal para solubilizacdo do fosfato de rocha
de Araxa. No grupo das bactérias os valores de pH final do meio variaram entre
3,96 e 3,21 com teores de P entre 9,8 e 25,04 mg. L™ (9,6 a 25,04 % do P total
presente na rocha fosfatada). Para o grupo dos fungos, a atividade
biossolubilizadora foi ainda mais expressiva, os valores de pH final variaram entre
3,46 e 2,14, os teores de P entre 19,47 e 49,17 mg. L™, representando um
percentual de remobilizacdo de P da rocha de 10,88 a 33,91. Como resultado
desta selecdo foram destacados os isolados bacterianos BAC 14H, BAC 07BB e
BAC 22, sendo este ultimo escolhido para os estudos subsequentes em funcéo da

sua afiliacdo taxon6mica definida (Serratia marcescens). No grupo dos fungos
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destacaram-se os isolados F 116, F 306 e F5, sendo o ultimo selecionado para 0s
estudos subsequentes e classificado como Curvularia sp. Nos estudos
subsequentes foi também utilizada uma actinobactéria isolado AC 15, com
elevado potencial de solubilizacdo de P (dados ndo mostrados), a qual baseada
foi classificada como Streptomyces sp.

A partir dos ensaios de selegcdo outros estudos foram conduzidos. No
primeiro deles, o efeito de duas granulometrias do fosfato natural de Araxa (FNA)
foi avaliado. Os resultados obtidos indicaram que a granulometria nao influenciou
de forma significativa (p<0,05) os niveis de Ps (Quadro 12). Assim, o aumento da
superficie especifica em fragbes granulométricas de menor diametro nédo
contribuiu para maior liberacdo de P do FNA nas presentes condicOes

experimentais.
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Quadro 11. Médias e respectivos desvios padrdo dos atributos avaliados na
solubilizac&o in vitro da granulometria 325 do FNA por MSP.

TRATY  pH; pH; P Ps P
----------------- -mg de PO~ L*- - 9% -
BAC 41 B 7 341+001 145 13,96+ 1,36 9,62 + 0,94
BAC 10 A 7 3,34+0,02 145 15,32+0,99 10,56 + 0,68
BAC16DB 7 3,74+0,02 145 16,80+1,20 11,59 +0,83
BAC 11 C 7 382+0,02 145 9,80 +0,30 6,76 + 0,21
BAC02DB 7 3,21+0,03 145 19,27+217 13,29+ 1,49
BACO7BB 7 3,38+0,02 145 2293+0,73 15,81+ 0,50
BACO4RF 7 391+002 145 1537+0,29 10,60+ 0,20
BAC10DB 7 3,60+0,02 145 21,03+0,70 14,50+ 0,48
BAC 04 L 7 380+002 145 20,57+0,88 14,18 +0,61
BAC 14 H 7 333+001 145 2504+062 17,27 +0,43
BAC 10 E 7 396+002 145 14,96+0,63 10,31 +0,44
BAC 22 7 380+001 145 21,99+ 1,50 15,00 + 1,41
F 18 7 346+005 145 19,47+0,34  13,43+0,24
F 54 7 258+0,03 145 34,19+1,24 23,58 + 0,85
F 93 7 300+005 145 2831+0,75  19,52+0,51
F 116 7 214+0,04 145 49,17+095 33,91 +0,65
F 123 7 289+003 145 3359+1,03  23,17+0,71
F 131 7 293+0,01 145 26,49+0,82 18,27 +0,56
F 160 7 330+003 145 15,78+0,67 10,88 + 0,46
F 226 7 286+001 145 3568+0,89  24,61+0,61
F 236 7 259+006 145 43,70+3,78 30,14 + 2,61
F 249 7 2,68+0,06 145 41,20+051 28,42 +0,35
F 271 7 297+004 145 26,18+0,89 18,05+ 0,61
F 309 7 280+0,01 145 41,61+0,73  28,70+0,50
F 5 7 257+021 145 4362+6,87 30,00 + 4,24

' Onde: Nos tratamentos do ensaio experimental in vitro utilizou-se do meio liquido modificado
(Verma et al., 2001) para cultivo destes MSP e, com excecfes ou adi¢cdes entre parénteses: BAC
= bactérias nao identificadas (com fonte de P e MSP); BAC 22 # 325 = bactéria 22 (com fonte de P
e MSP); F = fungos néao identificados (com fonte de P e MSP); F 5 # 325 = fungo 5 (com fonte de
P e MSP). Todos os tratamentos foram construidos em duplicata. Testou-se um tamanho de
particula do FNA: retida em peneira de 325 mesh (#). @ Atributos avaliados: pH; = pH inicial; pH; =

pH final; P; = concentra
soltvel (mg de PO,* L

g0 de PO,” inicial (mg de PO, L™) do FNA; P, = concentracio de PO,
) e; Psr = concentragdo de PO, soltvel relativa (%).
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Quadro 12. Efeito da granulometria do FNA sobre atributos ) relacionados ao
processo de solubilizagdo de P pelos MSP.

Granulometria pH;: Ps Psr MS

Y L — mg de PO~ L' - 7 J— g -

Peneirade 100 4,29™ + 1,51 21,04™ +16,23 14,63™+ 10,98 1,88™ + 0,97
Peneirade 325 4,15™ +150 23,64™+18,42 1550™+12,05 1,99™+1,20

" Atributos avaliados: pH; = potencial hidrogeniénico final; Ps = concentracdo de PO,* soltvel (mg
de PO, L™); P = concentracdo de PO, soltvel relativa (%) e; MS = massa seca do precipitado
(biomassa microbiana e P - precipitado). ™ = teste T n&o significativo (P<0,05) aplicado sobre as
médias dos tratamentos contendo MSP.

Normalmente, o mecanismo de solubilizacdo é relacionado a producéo de
acidos e a consequente diminuicdo do pH (Chuang et al., 2007). Efetivamente, foi
observada uma correlagio positiva entre a solubilizacdo e a concentracdo de H*
(pH (pHi — pHy) vs Ps: r = 0,924 e, Delta pH vs Ps (%): r = 0,989, visivel na Figura
1).

Houve uma relacéo inversa entre o pH do meio e a quantidade de Ps. Esta
diminuicao significativa do pH pode ter ocorrido em razdo do consumo de glicose
pelos MSP resultando na producéo de acidos organicos (AOs) tal como descrito
por Yuan e colaboradores (2005). Presume-se que a diminuicdo nos valores de
pH esteja associada ao aumento da acidez oriunda da dissociacdo dos acidos

organicos no meio, durante o crescimento inicial dos MSP (Quadro 13).
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Figura 1. Coeficiente de correlacdo linear de Pearson (r) entre alguns
atributos testados: a= P5 vs MS, b= P, vs pH e c= P4 vs Delta pH.
Onde: MS = massa seca do precipitado (biomassa microbiana e P -
precipitado) (g); Ps = concentracdo de PO,” solivel (mg de PO,* L™);
pH = potencial hidrogenidnico; pH; = potencial hidrogenidnico inicial; pH;
= potencial hidrogenibnico final e; P, = concentracéo de PO,* solvel
relativa (%). Correlacédo forte positiva: (r) = 0,8 < r < 1, encontrados nos
atributos testados.

45



46

Quadro 13. Médias e respectivos desvios padrdo dos atributos avaliados na
biossolubilizacdo in vitro de duas granulometrias de FNA.

TRATY pH; pH; P Ps P MS
----------------- - mg de PO~ L*- - % - -g-
CA 7 588+008 0 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
C # 325 7 6,18+0,12 145 8,27 +0,44 6,00 + 0,00 1,70 + 0,34
C # 100 7 600+010 154 515+ 1,50 350+0,71 1,37 +0,04
BAC22#325 7 380+0,01 145 2199+150 1500+1,41 1,26+0,08
BAC22#100 7 350+0,05 154 3091+3,17 2050+212 1,46+0,20
AC15#325 7 4,61+0,14 145 10,27 +0,08 750+0,71 1,26 +0,08
AC15#100 7 459+0,06 154 12,52 +0,26 8,00 + 0,00 1,32 +0,14
F5# 325 7 257+021 145 43,62+6,87 30,00+4,24 3,31+0,52
F 5 # 100 7 252+001 154 4598+8,80 30,00+566 3,79+0,81

" Onde: Nos tratamentos do ensaio experimental in vitro utilizou-se do meio liquido modificado
(Verma et al., 2001) para cultivo destes MSP e, com excecdes ou adi¢cdes entre parénteses: CA =
controle absoluto (sem fonte de P e MSP); C # 325 e C # 100 = controle (sem MSP); BAC 22 #
325 e BAC 22 # 100 = bactéria 22 (com fonte de P e MSP); AC 15 # 325 e AC 15 # 100 =
actinomiceto 15 (com fonte de P e MSP); F 5 # 325 e F 5 # 100 = fungo 5 (com fonte de P e MSP).
Todos os tratamentos foram construidos em duplicata. Com excecdo do controle absoluto,
testaram-se dois tamanhos de particulas distintos do FNA: retidas em peneira de 325 mesh (#) e
100 mesh (#). @ Atributos avaliados: pH; = pH inicial; pH; = pH final; P, = concentracdo de PO,*
inicial (mg de PO,” L™ do FNA; P = concentracdo de PO,” solGvel (mg de PO, L™); Py =
concentracdo de PO,? soltvel relativa (%) e; MS = massa seca do precipitado (biomassa
microbiana e P - precipitado) (g).

Os AOs podem ser liberados como resultado da assimilagdo de
carboidratos e atuar na complexacado do cation do fosfato inorganico para liberar
Ps (Whitelaw et al., 1999). No entanto, segundo Xu et al. (1989), concentracfes
de acucares menores que 2,5%, como as do presente trabalho, ndo induziram o
processo metabdlico da acidogénese.

E possivel observar ainda na Figura 1 a correlagcdo positiva entre o
acumulo de biomassa microbiana (MS) e Ps (MS vs Pg: r = 0,891, p<0,05). Estes
dados graficos sdo contrarios aqueles encontrados por Barroso e Nahas (2008).

O tratamento controle apresentou valores finais de pH mais altos entre 5,9
a 6,3. Ja no tratamento com fungo (F5) foi observada uma reducdo mais
pronunciada nos valores de pH, os quais variaram entre 2,5 e 2,8, enquanto que
no tratamento com a bactéria (BAC22) os valores de pH oscilaram entre 3,5 e 3,8
(Quadro 13). Esses valores de pH foram similares aqueles encontrados por
Souchie e Abboud (2007). Os fungos demonstraram crescimento mais abundante
no meio liqguido com maior atividade biossolubilizadora, como demonstrado
também nos ensaios de selecdo (Quadro 11). Resultados semelhantes foram
encontrados por Souchie et al. (2005), que relataram maior capacidade de

solubilizacdo de fosfatos para os fungos comparados as bactérias, atribuida a



47

maior producdo de biomassa com consequente reducdo de pH (Souchie e
Abboud, 2007).

O tratamento contendo o isolado F5 de Curvularia sp., solubilizou acima de
50 mg de PO,* L™ (P = 34 %). No meio de incubacdo contendo a actinobactéria
AC15, o pH final foi maior do que observado para fungos e bactérias, oscilando
entre 4,5 e 4,8 e foram encontrados valores de Ps entre 13 e 10 mg de PO,* L™,
respectivamente (Quadro 13).

A acidificacdo € na maioria dos casos o principal mecanismo envolvido na
solubilizacdo de P (Marra et al., 2011; Marra et al., 2012). No entanto, existem
relatos que apresentaram falta de correlagdo entre o Ps e o pH do meio tais como
os trabalhos de Xie et al. (2009) e Chaiharn e Lumyong (2009).

A oxidacdo da glicose em AOs pela glicose desidrogenase e enzimas
desidrogenases do acido gluconico resulta em acidificacdo em torno da célula,
promovendo um ambiente eficiente para solubilizacdo de P por bactérias Gram-
negativas (Rodriguez e Fraga, 1999). O uso de glicose como fonte de carbono
favorece a producdo de AOs e contribui para o incremento na solubilizacdo de P
(Marra, 2012).

6.2. AVALIACAO DO FOSFORO SOLUVEL (Ps) EM DISTINTOS
SUBSTRATOS PELA APLICACAO DE UM FSP

O pH tem papel fundamental na disponibilidade do P no solo. A aplicacéo
combinada de isolados de fungos e do FNA resultou em um incremento discreto,
porém significativo do pH em relacdo aos tratamentos isolados com fungo, FNA
ou controle aos 6 dias apos a incubacdo (DAI) (Figura 2). No entanto, estas
variacfes nao refletiram em diferencas significativas no Ps no periodo (Figura 3).
Curiosamente variagbes nao significativas do pH aos 36 dias foram
acompanhadas por diferencas no Ps indicando que as conhecidas correlacdes
inversas altamente significativas entre queda do pH e acumulo de Ps obtidas em
condicoes de laboratério ndo se reproduzem em sistemas mais complexos como

a solucéo do solo.
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Figura 2. Potencial hidrogeniénico (pH) no substrato do solo, em seis e trinta e seis dias apés a
incubacéo (DAI). Onde: TC SOLO: controle do solo; T1: S+FNA#325; T2: S+FNA#100; T3: S+F;
T4: S+tFNA#325+F; T5 = S+FNA#100+F. Coeficientes de variacdo: pH (06 DAI)= 4,06% e pH (36
DAI)= 4,63%.
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Figura 3. Fosforo Soluvel (Ps) no substrato do solo, em seis e trinta e seis dias apos a incubagéo
(DAIl). Onde: TC SOLO: controle do solo; T1: S+FNA#325; T2: S+FNA#100; T3: S+F; T4:
S+FNA#325+F; T5 = S+FNA#100+F. Coeficientes de variacdo: Ps (06 DAI) = 30,32% e Ps (36
DAI) = 7,75%.
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Aos 36 DAI observou-se incremento significativo do Ps nos tratamentos T3,
T4 e T5 de 43, 72 e 47%, respectivamente, em comparagdo com TC SOLO,
evidenciando claramente o efeito da aplicacdo do fungo no solo com respeito a
solubilizacdo de P do FNA. A comparacdo Tl x T4 e T2 x T5 evidenciou a
importancia da combinacao do fungo com FNA, com respectivos incrementos T1 x
T4=97% e T2 x T5= 75% do Ps. Interessante destacar a capacidade do isolado
fungico em aumentar a disponibilidade de P a partir dos minerais presentes no
solo, com aumento de Ps em 43% para TC SOLO x T3 (Figura 3). Neste caso
pode-se especular dois papeis para os efeitos de bioaumentagédo do substrato
solo com o fungo Curvularia sp., sendo o mais evidente aquele relacionado com a
capacidade de solubilizacéo de P oriundo na matriz mineral presente no Argissolo
amarelo utilizado, outro advém das conversdes de P-organico em P-inorganico de
fracbes da matéria organica estabilizada presente no substrato ou mesmo em
processos de reciclagem das estruturas fungicas aplicadas ao substrato, que
contribuiram assim para aumento de P-labil em solucéo.

O solo detém inUmeras espécies quimicas — um sistema complexo, no qual
até escalas milimétricas podem influenciar em sua composicdo. Quando é
realizada a fertilizacao fosfatada inicialmente ocorre a formagéao de fosfatos mais
soluveis e, que com o passar do tempo, se tornam menos sollveis, menos labeis
(Tisdale et al., 1985).
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Figura 4. Potencial hidrogenionico (pH) no substrato VEB, em seis e trinta e seis dias apés a
incubacdo (DAI). Onde: TC VEB: controle VEB; T6: VEB+FNA#325; T7: VEB+FNA#100; T8:
VEB+F; T9: VEB+FNA#325+F; T10 = VEB+FNA#100+F. Coeficientes de variacdo: pH (06 DAI)=
1,16% e pH (36 DAI)=1,67%.
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As diferencas discretas, porém, significativas no pH observadas para o
substrato solo ndo ocorreram no caso do vermicomposto, provavelmente em
funcdo do elevado poder tamponante do material (Figura 4), exceto para o T6, no

qual foi observado o aumento de 0,5 unidade log;o no pH.
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Figura 5. Fésforo Solavel (Ps) no substrato VEB, em seis e trinta e seis dias apds a incubagéo
(DAI). Onde: TC VEB: controle VEB; T6: VEB+FNA#325; T7: VEB+FNA#100; T8: VEB+F; T9:
VEB+FNA#325+F; T10 = VEB+FNA#100+F. Coeficientes de variacdo: Ps (06 DAIl)= 14,87% e Ps
(36 DAI)= 7,16%.

Ndo foram observadas diferencas significativas no Ps quando o
vermicomposto foi utilizado como substrato da mesma forma que o pH em funcéo
da inoculacdo aos 6 DAI. Resultados contrastantes para Ps foram visiveis em 36
DAI, no qual foi verificada uma reducdo no Ps em solugdo para todos os
tratamentos inoculados com o fungo, isto é: T8, T9 e T10, de 24, 21 e 27%,
respectivamente, em comparacdo com TC VEB (Figura 5). Esta constatacdo
poder ser explicada por uma provavel mobilizacdo de P na biomassa flngica,
melhor adaptada as condi¢cdes de crescimento neste substrato rico em matéria
organica. Esta inversao do efeito de incremento de P-labil em solucdo aquosa
poderia ainda ser justificada pelo elevado conteido de P deste material, como
também encontrado por Busato et al. (2012), de alguma forma inibindo o potencial

solubilizador de P do fungo introduzido e da comunidade microbiana.
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Estudos apontam que em condi¢gdes de P menos soluvel, menos “labil”, os
micro-organismos ativam o PHO-box, um regulador multigénico, que controla
enzimas fosfatases, permitindo que bactérias, por exemplo, absorvam P mesmo
em condic¢des fisico-quimicas desfavoraveis a sua disponibilidade, acumulando-o
em sua biomassa. Finalizando o ciclo de vida microbiano, este P agora organico,
sera mineralizado e disponibilizado as plantas ou aos demais micro-organismos
inseridos no solo — processo denominado de mineralizagdo biolégica do P e,
aparentemente, importantissimo para 0s seres vivos em condi¢cdes de extrema
deficiéncia desse elemento vital (Gyaneshwar et al., 2002), como é o caso dos
solos tropicais altamente intemperizados como o Argissolo empregado neste

estudo (Quadros 14 e 15, no apéndice).

6.3. DINAMICA DO Ps NO TEMPO EM ARGISSOLO AMARELO INOCULADO
COM FUNGO SOLUBILIZADOR DE FOSFORO

No presente trabalho, uma fonte de P soluvel foi aplicada e a variacao do P
labil extraivel com &gua foi analisada ao longo do tempo de incubacédo. Foi
confirmado o fato de que quanto maior a taxa de liberacdo de P pela fonte
aplicada mais prejudicial sera o efeito do tempo de contato com o solo sobre sua
disponibilidade em solucéo (Tisdale et al., 1985, Novais et al., 2007) (Figura 6 e
7). Isto é especialmente critico para o Argissolo testado, ja que a predominéancia
de oxidos de ferro e aluminio na fragdo argila, os quais fixam o P em solugédo em
formas bi a tridentadas ligadas covalentemente (Novais e Smyth, 1999) e,

portanto, indisponiveis para as plantas.
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Figura 6. Ps H,O: Fésforo sollvel relativo em agua (%) no substrato analisado, de 0 a 7 horas de
incubacéo. Onde, Arg = T1: Argissolo Amarelo; Arg + F = T2: Argissolo Amarelo combinado com
Curvularia senegalenses (3,70 x 10° UFCs); Arg + SS = T3: Argissolo Amarelo acrescido de
superfosfato simples (SS) e; Arg + SS + F = T4: Argissolo Amarelo acrescido de SS combinado
com Curvularia senegalenses (3,70 x10° UFCs), representam os diferentes tratamentos testados.

A partir de duas horas de incubacdo o tratamento T4 (Arg + SS + F),
apresentou valores crescentes de Ps e, Py, até sete horas de incubacgéo (Figura 6
e 7). A partir desse tempo, ndo houve deteccdo de Ps pelo método utilizado
(EMBRAPA, 2009) em todos os tratamentos, exceto o TCP (Figura 6) (controle
positivo que foi 0 SS diluido em H,O somente), o que demonstra a modulacdo da
concentracdo de P em solucdo pela introducdo do fungo solubilizador de fésforo
no substrato (Figura 6 e 7) durante as 7 primeiras horas de incubacdo com uma
solucdo de P. Estes resultados observados para um substrato muito
intemperizado e pobre em nutrientes (Moreira et al., 2006, Padmavathiamma et
al., 2008), principalmente o P (Quadros 14 e 15), devem ser melhores explorados
e compreendidos para um manejo mais sustentavel do fésforo na agricultura.

Também em relacdo ao TCP, nota-se que esse tipo de solo tem a
capacidade de reter até oito vezes mais o P labil em média e em relagédo a todos
os tratamentos por tempo daquele P na forma de SS aplicado inicialmente. E isso
acontece ja nos primeiros minutos de incubacdo nesse teste, sendo 80%
adsorvido em formas menos labeis e ndo extraiveis por H,O (Figura 6). Resultado

semelhante foi observado em Gongalves et al. 1985, que descreveram uma
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adsorcado de até 75% do P inicial adicionado em menos de meia hora de contato
com solos do tipo do Argissolo, reconhecidamente argilosos.
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Figura 7. Ps H,O: Fésforo soltvel em agua (mg de PO,* L™) no substrato analisado, de 0 a 7
horas de incubacdo. Onde, Controle positivo = TCP: Superfosfato simples (SS) diluido em agua.
Arg = T1: Argissolo Amarelo; Arg + F = T2: Argissolo Amarelo combinado com Curvularia
senegalenses (3,70¥10° UFCs); Arg + SS = T3: Argissolo Amarelo acrescido de superfosfato
simples (SS) e; Arg + SS + F = T4: Argissolo Amarelo acrescido de SS combinado com Curvularia
senegalenses (3,70*105 UFCs), representam os diferentes tratamentos testados.

Nos solos tropicais acidos e em elevado estadio de intemperismo, o P
inorganico encontra-se principalmente nas formas de fosfatos de ferro e aluminio,
mais dificeis de serem solubilizadas via mineralizacdo biolégica (Antoun, 2012).
Representa um desafio para pesquisa a adocédo de tecnologias que possam
converter estas formas de P em formas labeis para serem aproveitadas pelas
culturas, aumentando a recuperacdo pelas plantas. Os valores para
aproveitamento do fertilizante estdo em torno de 5 a 20% do P aplicado em um
ano agricola (Antoun, 2012). No presente estudo, a bioaumentacdo com MSP
aplicados no substrato pode modular a dindmica do P e contribuir com até 30% de
aumento na disponibilidade do P em solugcdo pela solubilizacdo de formas
insolaveis, mobilizacdo transitéria ou adsorcdo na biomassa introduzida,
reduzindo a magnitude de conversao de P-labil em n&o labil e por consequéncia,

aumentando sua disponibilidade para as plantas.
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6.4. RESPOSTA DE PLANTULAS DE MILHO E TOMATEIRO A
BIOINOCULACAO

Tanto no milho como no tomateiro os atributos biométricos analisados —
biomassa da parte aérea e do sistema radicular, volume desta raiz e o acumulo
de macronutrientes na parte aérea (N, P, K, Ca, Mg e S) para o tratamento com a
aplicacdo de superfosfato simples (T4) na dose recomendada foram
significativamente superiores aos outros tratamentos pelo fato do P estar
prontamente disponivel (Figuras 8, 9, 10 e 11).

As respostas para milho quanto a aplicagdo do fungo previamente como
solubilizador de P na presenca da rocha foram negativas para o acumulo de
MSPA e VR, e positivas para MSR com relacdo ao controle (TC). O fungo parece
contribuir positivamente para o acumulo de matéria seca das raizes, enquanto
que o FNA parece influenciar negativamente (Figura 8) na comparagdo com
plantas controle negativo (TO).

Ja em tomateiro (Figura 9), respostas positivas e significativas da aplicacéo
do fungo e sua combinacdo com FNA foram obtidas quanto ao acumulo de
MSPA, MSR e VR. A resposta relativa de T2 e T3 em relacdo a recomendacao de
fertilizacdo com fonte sollvel de P é de 44 e 48%, respectivamente para a cultura
do tomate. Ao contrario, para milho, essa eficiéncia cai pela metade, sendo 28 e
22%, respectivamente, em T2 e T3, em acumulo de matéria seca da parte aérea
(Figuas 8 e 9). Para VR, os resultados demonstram que todos os tratamentos em

relacdo a T4 tiveram menor volume radicular.
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Figura 8. Biometria da parte aérea: MSPA: matéria seca da parte aérea (g) e, do sistema radicular:
MSR: matéria seca da raiz e VR: volume radicular do Milho, aos 61 dias de experimentacao.
Onde: TC: controle negativo (CN), T1l: CN+F, T2: CN+FNA, T3: CN+FNA+F e T4: CN+SS.
Coeficientes de variagdo: MSPA= 9,62 %, MSR= 12,02 %, e VR= 4,69 %.
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Figura 9. Biometria da parte aérea: MSPA: matéria seca da parte aérea (g) e, do sistema radicular:
MSR: matéria seca da raiz e VR: volume radicular do Tomateiro, aos 61 dias de experimentagéo.
Onde: TC: controle negativo (CN), T1l: CN+F, T2: CN+FNA, T3: CN+FNA+F e T4: CN+SS.
Coeficientes de variagdo: MSPA= 13,87 %, MSR= 12,18 %, e VR= 5,76 %.

Para as caracteristicas de biomassa acumulada na parte aérea e raiz
(Figura 8 e 9) e o conteudo de macronutrientes (Figuras 9 e 10) das plantas na

presenca da suspensao fungica no substrato com ou sem FNA (T1 e T3) fica
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evidente que a inoculagdo produziu efeitos negativos para as condi¢cdes
experimentais em plantas de milho, visto que foram obtidos incrementos menores
ou semelhantes estatisticamente de TC e T2. Este isolado foi obtido da filosfera
de cana-de-acucar e estudos prévios de inoculacdo ndo evidenciaram nenhuma
resposta deletéria ao crescimento de plantas (dados ndo mostrados). A resposta
de certos bioinoculantes depende do estagio de desenvolvimento da planta, como
observado por Olivares et al. (2010), com plantas de milho sob condi¢cbes a
campo e o aperfeicoamento da resposta a inoculacdo por este fungo deve ser

melhor avaliada em outros estudos.
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Figura 10. Contetdo de macronutrientes primdrios: N: nitrogénio, P: fésforo e K: potéssio e,
macronutrientes secundarios: Ca: célcio, Mg: magnésio e S: enxofre do Milho, em mg planta ™,
aos 61 dias de experimentagdo. Onde: TC: controle negativo (CN), T1: CN+F, T2: CN+FNA, T3:
CN+FNA+F e T4: CN+SS. Coeficientes de variacdo: N= 10,69%, P= 8,35%, K= 10,10%, Ca=
8,55%, Mg=17,79% e S=16,51%.
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Figura 11. Contetudo de macronutrientes primarios: N: nitrogénio, P: fésforo e K: potéssio e,
macronutrientes secundarios: Ca: célcio, Mg: magnésio e S: enxofre do Tomateiro, em mg planta -
! aos 61 dias de experimentacdo. Onde: TC: controle negativo (CN), T1: CN+F, T2: CN+FNA, T3:
CN+FNA+F e T4: CN+SS. Coeficientes de variacdo: N= 23,18%, P= 11,05%, K= 12,76%, Ca=
11,00%, Mg= 11,90% e S= 11,37%.
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De forma geral, o acumulo de nutrientes nas plantas de milho e tomateiro,
foi superior quando o substrato para crescimento foi T4, seguido de T2.
Considerando o T4 como 100% de incremento médio, T2 (CN+FNA) propiciou
56,41, 52,76, 24,79, 18,38, 35,88 e 33,96%, em incrementos nas plantas de milho
do conteudo de nitrogénio (N), potassio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg), fosforo
(P) e enxofre (S), respectivamente; enquanto nas plantas de tomate, T2 propiciou
47,92, 54,39, 36,31, 38,87, 18,38 e 36,32%, em incrementos nas plantas de
tomate do conteudo de K, N, Ca, P, Mg e S, respectivamente (Figuras 10 e 11),
de acordo com a sequéncia de importancia e os valores de referéncia desses
elementos por cultura (Ribeiro, 1999).

Os resultados de contetdo de P e a analise do volume de raiz e relacéo
raiz/parte aérea para o milho e o tomate indicam que os tratamentos que
promoveram maior crescimento radicular, maior distribuicdo de raizes no
substrato, foram os que as plantas apresentaram maior contetdo de P e, quando
a relacdo R/PA é alta (Figuras 12 e 13).
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Figura 12. Biometria e contetdo de P: VR: volume de raiz (cm3), R/PA: relacéo raiz/parte aérea e,
P: conteddo de fésforo da parte aérea (mg planta '1) do Milho aos 61 dias de experimentag&o.
Onde: TC: controle negativo (CN), T1l: CN+F, T2: CN+FNA, T3: CN+FNA+F e T4: CN+SS.
Coeficientes de variagédo: VR=4,69%, R/PA= 18,80% e P= 8,35%.
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Figura 13. Biometria e contetdo de P: VR: volume de raiz (cm3), R/PA: relacéo raiz/parte aérea e,
P: contelido de fosforo da parte aérea (mg planta '1) do Tomateiro aos 61 dias de experimentacao.
Onde: TC: controle negativo (CN), T1l: CN+F, T2: CN+FNA, T3: CN+FNA+F e T4: CN+SS.
Coeficientes de variagdo: VR=5,76%, R/IPA= 24,14% e P=11,05%.



63

6.5. INFLUENCIA DO P INCORPORADO E LOCALIZADO EM MILHO

Neste ensaio, a dose de P recomendada para a cultura do milho foi suprida
nos diferentes tratamentos pelo incremento da aplicacdo do P na forma de
superfosfato simples (SFS) e a reducéo correspondente na dose de P na forma
de fosfato natural de Araxd (FNA), de sorte que o P total para todos os
tratamentos era 0 mesmo, variando apenas a proporo¢ao entre formas
prontamente sollUveis (industrialmente aciduladas) e pouco soluveis. Estas
proporcdes relativas de SFS e FNA foram testadas em duas formas de aplicacao
de P no substrato (incorporado e localizado). O efeito das diferentes proporgdes
de SFS-FNA e da localizag&o P sobre o crescimento das plantas foi mostrado nas
Figuras 14 e 15. Tal como esperado para solos ricos em sesquioxidos de ferro e
aluminio, a interacdo do P incorporado no substrato aumenta a interacdo com a
superficie da fracdo argila, resultando na adsorcdo do P e reducdo da
disponibilidade de P na solucdo do solo. Consequentemente, as taxas de
respostas da planta a doses crescentes de P-solivel sdo menores.
Contrariamente, a aplicacéo localizada do P-fertilizante com doses crescentes de
SFS aumentou a resposta da planta para todos os parametros biométricos
avaliados (Figuras 14 e 15). Assim, a aplicagdo localizada de doses crescentes de
P-solluvel claramente proporcionou respostas incrementais mais positivas para
todos os atributos biométricos analisados em relacdo a aplicacdo por
incorporacdo em volume total do fertilizante no substrato (Figuras 14 e 15). A
aplicagdo localizada de P reduz a interface contato entre as fontes de P
(Goncalves et al., 1985; Fernandes, 2006) e o complexo sortivo do solo capaz de
fixa-lo, tornando relativamente mais disponivel para as plantas (Novais e Smyth,
1999).

Outro aspecto relevante deste ensaio resulta da possibilidade da
substituicdo parcial das demandas nutricionais na forma de P-solivel como SFS e
sua substituicdo parcial por FNA, sem comprometimento da produtividade da
cultura do milho. Nos diferentes tratamentos relacionados a proporgdo relativa
entre SFS: FNA, as caracteristicas biométricas das plantas de milho foram
superiores nos tratamentos contendo alta proporcéo percentual de SFS:FNA (100:
00 %, 80: 20 %, 60: 40 %). Contrariamente, baixas propor¢gdes percentuais de
SFS em relagéo a FNA (0: 100 %, 20:80 %) resultaram em menores respostas da

planta. Para estudos subsequentes envolvendo aplicagdo de micro-organismos
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solubilizadores de P, foi selecionado o tratamento das 40:60 % (SFS:FNA).
Embora esta propor¢cdo seja considerada subdtima para plantas de milho,
considera-se que na presenca de MSP selecionados, a solubilizacdo do P oriundo
do FNA possa contribuir mais efetivamente para o P-disponivel para planta,
resultando em maior eficiéncia econébmica e ecoldgica para aplicacdo de fontes
soluveis e de baixa solubilidade de P. Ademais, esta propor¢cdo resultou em
efeitos positivos ha massa radicular, similares aos obtidos para taxas de aplicacao
mais elevadas de SFS na forma localizada (Figura 15). Assim, considerando que
o desenvolvimento das raizes é um fator importante para melhorar a exploragédo
do volume de solo, associado a importancia econdmica e ecoldgica da reducéo da
dose de superfosfato simples, a proporcdo de 40:60 % (SFS:FNA) foi adotada,
esta recomendada em aplicacao localizada no substrato Argissolo Amarelo para
estudos subsequentes envolvendo a exploracdo do potencial de MSP e
substancias humicas.

A literatura aponta que quanto mais reativo for o fosfato aplicado, mais
prejudicial sera o efeito do tempo de contato com o solo sobre sua disponibilidade
para as plantas (Novais et al., 2007). A combinagé&o de fontes de P com diferentes
solubilidades representa uma estratégia de manejo interessante na medida em
gue minimiza o efeito deletério do tempo de contato da matriz solo com fontes de
P altamente solaveis. A combinacdo de proporcdes relativas de fontes com
diferentes reatividades reduz a rapida imobilizacdo de P pelo solo e incrementa os
niveis de P disponiveis em solucdo no curso do tempo. Esta estratégia deve levar
em consideracdo as demandas P e a exigéncia relativa nas diferentes fases do
ciclo ontogénico da planta.

Importante ressaltar que os programas de melhoramento para variedades
de milho selecionam genédtipos em condicbes de alta fertiidade do solo,
resultando em plantas com elevada exigéncia de nutrientes para obtencdo de
altas producbes (Fernandes, 2006). Esta base genética de selecdo deve ser
revista, pois ndo é favoravel ao incremento do uso de insumos bioldgicos em
sistemas de producdo que fornecem nutrientes em taxas mais baixas, maior
eficiéncia de uso, ecologicamente mais corretos e o0 menor custo por unidade do

produto.
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Figura 14. MFPA e MSPA: matéria fresca e seca da parte aérea (g) de milho sob fertilizacéo
fosfética incorporada e localizada no substrato, aos 30 dias de experimentacdo. Onde: 0, 20, 40,
60, 80 e 100% da recomendacdo com superfosfato simples combinado a 100, 80, 60, 40, 20 e 0%

da recomendacao com fosfato natural de Araxa (FNA).
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Figura 15. MFR e MSR: matéria fresca e seca da raiz (g) de milho sob fertilizacdo fosféatica
incorporada e localizada no substrato, aos 30 dias de experimentacdo. Onde: 0, 20, 40, 60, 80 e
100% da recomendacdo com superfosfato simples combinado a 100, 80, 60, 40, 20 e 0% da
recomendacgdo com fosfato natural de Araxa (FNA).

O crescimento das raizes expresso como volume radicular foi igualmente
sensivel ao aumento da disponibilidade de P solavel tanto pelo efeito das
proporcdes crescentes de P na forma de superfosfato simples, como também pela
aplicacao localizada de P (Figura 16), resultando em maiores conteudos de P

tanto na parte aérea como na raiz (Figuras 18 e 19). Além de minimizar a
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interacdo do P-soltuvel com a fracdo argila do solo, a aplicacéo localizada pode ter
favorecido uma rapida absorcao radicular do P e adequada compatibilizacdo com
as demandas iniciais da planta, favorecendo os incrementos de biomassa da raiz

e parte aérea (Figura 18 e 19).

30

P Localizado:
y = 10,690 + 0,130x
R =0,755

VR (cm’)

P Incorporado:
y = 6,476 + 0,0621x
R?=0,833

20 40 60 80 100 120

Recomendagao de Superfosfato Simples a FNA (%)
Figura 16. VR: volume de raiz (cm® de milho sob fertilizacao fosfatica incorporada e localizada no
substrato, aos 30 dias de experimenta¢cdo. Onde: 0, 20, 40, 60, 80 e 100% da recomendacgdo com
superfosfato simples combinado a 100, 80, 60, 40, 20 e 0% da recomendacdo com fosfato natural
de Araxa (FNA).

s

O crescimento radicular € fortemente afetado pela disponibilidade de
nutrientes. A medida que aumenta a disponibilidade de nutrientes no solo, as
raizes proliferam. Plantas cultivadas sem limitacdes de nutrientes e dgua alocam
mais recurso para a parte aérea do que para as raizes, e essa mudanca nos
padrées de alocacédo, principalmente do fésforo, muito mével no tecido vegetal,
resulta em maior produtividade (Bloom et al., 1993; Taiz e Zeiger, 2013), o que
pode ser notado pela observacdo da Figura 17, onde com os aumentos de dose
de superfosfato simples em relacdo a fosfato natural de Araxa implicam na
reducdo da relacdo raiz/parte aérea (R/Pa), principalmente no tratamento P-
localizado.

No caso da aplicagcado néo localizada, em funcdo da baixa disponibilidade
de P em solugéo (dreno solo), o atributo R/Pa para P-incorporado permanece
quase que constante, a limitada absorcao, afeta o transporte de P para a parte
aerea e resulta em particdo desequilibrada de matéria seca entre raiz e parte
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aérea. Dessa maneira, as raizes crescem proporcionalmente mais do que a parte
aérea (Figura 17). Quando nutrientes como N e P limitam o crescimento vegetal,
as raizes transformam-se em forte dreno de carboidratos, causando maior
limitacdo ao crescimento da parte aérea do que da raiz, 0 que aumenta a razao
entre a massa de raiz e parte aérea. A concentracdo de P na parte aérea teria um
papel central na regulacdo da taxa de absor¢cdo de P por unidade de raiz, na
particdo de biomassa entre raiz e parte aérea e na taxa de crescimento relativo da

planta (Fernandes, 2006).

1,6

R/Pa

P Incubado:
y = 0,791 - 0,0005x
R’ = 0,030
P Localizado:
y = 1,337 - 0,0063x
R’ = 0,884
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0 20 40 &0 g0 100 120

Recomendacgao de Superfosfato Simples a FNA (%)

Figura 17. R/Pa: razdo matéria seca da raiz: matéria seca da parte aérea de milho sob fertilizacao
fosfética incorporada e localizada no substrato, aos 30 dias de experimentacdo. Onde: 0, 20, 40,
60, 80 e 100% da recomendacao com superfosfato simples combinado a 100, 80, 60, 40, 20 e 0%
da recomendacao com fosfato natural de Araxa (FNA).

Por comparagéao entre as formas de aplicacdo, P-localizado resultou em
maiores contetudos de P na biomassa de milho como expresso para o CPPA e
CPR (Figuras 18 e 19) para todas as combinacBes de razdo crescente de
superfosfato simples e decrescente de fosfato de rocha de Araxa. E reconhecido
gue em poucos minutos, o P em solucdo pode ser adsorvido e, com o passar de
poucas horas, indisponibilizado pela fixagdo em solos intemperizados e argilosos
(neste estudo e em Gongalves et al., 1985). Assim, o P incorporado em todo perfil
estd muito susceptivel a reagcbes quimicas que o torna indisponivel, resultando

em baixas respostas a plicacdo do P-fertilizante.
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As diferencas foram mais marcantes para o acumulo de P na biomassa
radicular (Figura 18) e ficaram evidentes a partir da incorporagdo de 40% de
supefosfatos simples no total de P aplicado (Figura 19). O incremento da dose de
P prontamente soluvel na quantidade total de P fornecido com fontes combinadas
resultou em incrementos crecentes com resposta linear para as duas formas de
aplicacdo, tanto na parte 4erea como nas raizes das plantas de milho.
Claramente, as taxas de incremento foram mais pronunciadas quando o P foi
aplicado na forma localizada, resultando em maiores concrentracoes de P-labil
em solucdo, prontamente disponiveis para absorcdo e translocacdo para parte
aérea em fase do ciclo (30 dias apds a germinacdo) de elevada demanda de P
(Malavolta et al., 1997).

Nos tratamentos com maiores proporcdes da insoluvel de P (FNA), a
reatividade e consequente solubilizacdo do P depende da geragédo de acidez em
processos quimicos e bioquimicos naturais no solo. Esta dependéncia explica o
fato da aplicacdo de P localizada produzir maior biomassa e acumulo de P com
relacdo a aplicacdo em volume total, pois os processos de acidificacdo na
rizosfera sdo mais efetivos e quando associados ao menor contato do fertilizante
com a matrix do solo (dreno de P), resultam em respostas de crescimento vegetal
mais significativas. A acidificacdo Remete-se ao fato de que a fonte insoltvel de
P: FNA, muito menos reativa, depende de acidez para sua disponibilizacdo como
fonte de P sollavel, por isso ha grande diferenca entre ser a fonte de acidez do
solo ou planta (rizosfera), visto que de modo preferencial, este P é direcionado ao
dreno solo ou planta, respectivamente. A acidificacdo proporcionada pela raiz,
junto as particulas do FNA, incrementa a dissolucédo favorecendo a planta, e por
outro lado, a queda do pH do solo, tem como dreno exclusivo do P liberado, o
préprio solo (Novais et al., 2007).

Em virtude das fortes reacbes de adsorcao de P nos coloides minerais de
carga variavel, a adubacédo fosfatada tem eficiéncia muito baixa nas regifes
tropicais, registrando-se uma recuperacao pelas culturas de 5 a 20% do P
aplicado em um ano agricola. Deve-se registrar que, nos atuais ritmos de
exploracdo, as reservas conhecidas de apatita de baixo custo de mineracéo para
fabricacdo de fertilizantes fosfatados, para o atual padrdo de consumo, devem

esgotar-se dentro de 60 a 80 anos (Fernandes, 2006).
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Figura 18. CPPA: conteudo de fésforo da parte aérea de milho sob fertilizacdo fosfatica
incorporada e localizada no substrato, aos 30 dias de experimentac¢do. Onde: 0, 20, 40, 60, 80 e
100% da recomendacdo com superfosfato simples combinado a 100, 80, 60, 40, 20 e 0% da
recomendacgdo com fosfato natural de Araxa (FNA).
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Figura 19. CPR: conteudo de fésforo da raiz de milho sob fertilizacdo fosfatica incorporada e
localizada no substrato, aos 30 dias de experimentacdo. Onde: 0, 20, 40, 60, 80 e 100% da
recomendacdo com superfosfato simples combinado a 100, 80, 60, 40, 20 e 0% da recomendac¢éo

com fosfato natural de Araxa (FNA).
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Estudos relacionados a melhoria de eficiéncia de uso de P envolvem o
manejo de fontes, doses, formas de aplicagcdo, intensificacdo de processos
microbianos e novas tecnologias de bioinoculacdo e sua compatibilizacdo com as
demandas da planta. As figuras 20 e 21 mostram o status das plantas de milho
com P aplicado de forma incorporada e localizada, respectivamente, apos os 30

dias de experimentagao.

60% FRA 40% FNA
40% 88 60 88

Figura 20. P aplicado de forma incorporada, em todo perfil do substrato das plantas de milho.
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Figura 21. P aplicado de forma localizada, proximo as raizes das plantas de milho.

6.6. AVALIAC}AO DO POTENCIAL DE MSP NA NUTRIC}AO DE P EM PLANTAS
DE MILHO

No presente ensaio objetivou-se avaliar o efeito do fosfato natural de Araxa
(FNA) aplicado de forma localizada e micro-organismos solubilizadores
previamente selecionados na nutricdo fosfatada e crescimento inicial de plantas
de milho. Pela observacédo da figura 22A, pode concluir que a aplicacdo de micro-
organismos solubilizadores e a sua combinacdo apresentaram acumulacéo de
massa seca de parte aérea entre 80 a 85% inferiores ao tratamento que recebeu
uma fonte soluvel de P (T1). Verifica-se ainda que a inoculacdo mista com
Serratia marcescens estirpe BAC22 e Burkholderia sp. estirpe BAC14H
apresentou os menores valores para MSPA, diferindo inclusive do controle ndo
inoculado (T0), aplicacdo de FNA (T2), aplicagdo do fungo (T4) e sua combinacdo
com bactérias (T5). Esta auséncia de resposta e inoculagdo com bactéria pode
ser parcialmente explicada pela deficiéncia de P no substrato e pela menor
abilidade das bactérias solubilizarem P contido na fracdo mineral do substrato.
Ademais, outros fatores edafoclimaticos podem contribuir para respostas
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negativas a aplicacdo de bactéria (Boddey e Dobereiner, 1988; Bashan e Holguin
1997; Olivares et al., 2010 e Gaskin et al., 2010).

O tratamento T1 apresentou o maior acumulo de massa seca das raizes.
No entanto, plantas inoculadas com a combinagdo dos fungos Curvularia
senegalensis F5 e o0 isolado F309 apresentaram respostas positivas e
significativas com relagéo ao tratamento que recebeu FNA e plantas controle, com
35% e 25% superior em MSR e VR, respectivamente. (Figura 22B). Estes
resultados apontam para um claro efeito biomineralizador no sistema solo-planta
na auséncia de FNA e a possibilidade de melhoria desta atividade na dire¢cao da
reducdo de dependéncia de fontes de P solluveis. Além disso, seguido a
tendéncia dos resultados de MSR, o tratamento com os fungos estimulou também
um maior volume radicular (VR) (Figura 22C), sendo inferiores ao tratamento com
superfosfato simples.

Os tratamentos inoculados com a mistura de bactérias e sua combinacao
com fungos ndo estimularam o acumulo de biomassa e volume radicular, ndo
diferindo estatisticamente das plantas controle. A demanda energética da planta,
principalmente submetida a populagcbes aumentadas de micro-organismos
introduzidos como bioinoculantes, associada a deficiéncia de P no substrato
podem ter contribuido para as respostas observadas.

Plantas com a nutricdo fosfatada mais adequada e sem limitagcbes de
outros nutrientes apresentam um maior crescimento radicular, apés absorcao
deste P soluvel localizado, o que repercutiu em maior ganho de matéria seca da
parte aérea em relacdo ainda a matéria seca de raiz. Logo, a menor razao
raiz/parte aérea (R/PA), o que aponta para niveis nutricionais mais favoraveis das
plantas em T1 (Figura 23), sendo confirmado pelo maior contetudo de fésforo da
parte aérea (CPPA) ao contetdo de fosforo da raiz (CPR), logo CPPA a CPR.

Plantas jovens supridas com fosforo com disponibilidade imediata
desenvolvem sistemas radiculares com pelos mais ativos (raizes piliferas de pos-
germinacao), tanto na absor¢édo de fosfato (Figura 23 e 24), quanto na absorcéo
de nitrogénio (Figura 25) e demais nutrientes, o que resulta em uma translocagéo
de P mais rapida para a parte aérea explicando a maior relacdo CPPA/CPR
(Figura 23) (Grant et al., 2001; Alves et al., 2002; Silva e Delatorre, 2009; Taiz e
Zeiger, 2013), contrariamente aos tratamentos inoculados sem fonte de P via

fertilizag&o.
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Figura 22. Biometria da parte aérea: MSPA (A): matéria seca da parte aérea (g) e, do sistema
radicular: MSR (B): matéria seca da raiz e VR (C): volume radicular do Milho, aos 30 dias de
experimentacdo. Onde: TO: (-), T1: 0,4SS, T2: 0,6FNA, T3: Bs e T4: Fs e T5: Bs+Fs. Coeficientes
de variacdo: MSPA= 9,46 %, MSR= 7,62 %, e VR= 13,03 %.
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Figura 23. Biometria e contetido de P: R/PA: relacao raiz/parte aérea, CPPA e CPR: contetido de
P da parte aérea e da raiz do milho, respectivamente, aos 30 dias de experimentacdo. Onde: TO: (-
), T1: 0,4SS, T2: 0,6FNA, T3: Bs e T4: Fs e T5: Bs+Fs. Coeficientes de variacdo: R/PA= 10,46 %,
CPPA= 11,78 %, e CPR= 6,77 %.
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Tanto o conteudo de fosforo da parte aérea e total (CPPA e CPT), quanto o
contetdo de nitrogénio da parte aérea (CNPA), (Figuras 23 e 25,
respectivamente) foram superiores em plantas de milho que receberam
fertilizacdo sintética soluvel — T1, consequéncia da maior biomassa do sistema
radicular, que neste caso, resultou em maior aproveitamento da fonte de N
aplicada (Figura 25) em cobertura, logo, aumentando-se a disponibilidade de
nutrientes “acessiveis” pela planta no substrato, as raizes proliferam (Figura 22)
(Primavesi, 2002; Alves et al., 2002; Silva e Delatorre, 2009), aproveitando ainda
mais o0s nutrientes na rizosfera., 0 que n&do acontece com o0s tratamentos

microbianos, tendo em vista a auséncia de uma fonte de P exdgena.

1,40 % CPT (mg planta)
1,20

1,00
0,80
0,60
0,40

0,20

0,00

T0 T4 T5

Figura 24. Conteludo de P: CPT: conteudo de P total do milho, aos 30 dias de experimentacao.
Onde: TO: (-), T1: 0,4SS, T2: 0,6FNA, T3: Bs e T4: Fs e T5: Bs+Fs. Coeficiente de variacdo: CPT=
9,28 %.

A solubilizagdo do FNA em T2 (Figura 24) por micro-organismos nativos
contidos no substrato Argissolo Amarelo se refletiu diretamente no CPT, quando

comparou a T1 (controle).
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Figura 25. Contetdo de N: CNPA e CNR: contetdo de N da parte aérea e da raiz do milho,
respectivamente, aos 30 dias de experimentacdo. Onde: TO: (-), T1: 0,4SS, T2: 0,6FNA, T3: Bs e
T4: Fs e T5: Bs+Fs. Coeficientes de variagdo: CNPA= 11,30 % e CNR= 5,37 %.
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O conteudo de P radicular (CPR) (Figura 23) das plantas inoculadas com a
combinacéo de fungos solubilizadores de fésforo (FSP) em T4 e a combinacao de
fungos e bactérias (BSP+FSP em T5), na auséncia de qualquer fonte de P
aplicada ao substrato promoveram maiores acumulos de macronutriente, superior
ainda a TI1, confirmando a superioridade da inoculagdo com fungos
solubilizadores de P.

As taxas de liberacdo de P pela acdo dos micro-organismos Sao
reconhecidamente lentas em relacdo ao uso de fontes de P solaveis. O

tratamento com SFS (T1), observa-se maior CPPA e menor CPR dentre todos 0s
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tratamentos (Figura 23), fungcéo da rapida absor¢cdo do P-soluvel e translocacéo
para a parte aérea, ao contrario de T4 e T5. Ensaios utilizando fontes mais
sollveis e umidade dentro da capacidade de campo resultam na translocacéo
eficiente de nutrientes para a parte derea em detrimento da acumulacdo nas
raizes, principalmente em se tratando do P, este movel no tecido vegetal (Bloom
et al., 1993).

O conteudo de nitrogénio radicular (CNR) seguiu a tendéncia do CNPA em
relacdo aos diferentes tratamentos. Em respostas observadas de maneira geral,
visto que tratamentos que induziram maior VR, a partir da disponibilidade de P —
“nutriente de arranque” - naturalmente presente no Argissolo, tiveram por
conseguinte maior absorcdo de N via ureia — T1 seguido de T4 — fato que pode
explicar a importancia dos fungos promotores de crescimento testados e
responsivos (Figuras 25). Como se sabe, fontes de P aplicadas favorecendo o
dreno/planta colaboraram com um crescimento rapido e intenso das raizes (Taiz e
Zeiger, 2013).

Os resultados obtidos para o tratamento T3 apontam que nas condi¢cdes
experimentais propostas, as bactérias solubilizadoras de fésforo (BSP) néo
estimularam o crescimento inicial e o acimulo de nutrientes em plantas de milho
no primeiro (Figuras 22 a 25) terco de ciclo fenologico da planta. Esse grupo

microbiano tem atividade biomineralizadora inferior aos fungos quanto a

disponibilidade de P em ensaios anteriores in vitro.

Figura 26. Bioinoculacdo simples de Argissolo Amarelo em milho: Da esquerda para direita:
Tratamentos TO a T5.

Na figura 26 pode-se observar a representacdo visual média da resposta

da parte aérea para os diferentes tratamentos, sendo T2 (60% de fosfato natural
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de Araxa), o tratamento mais inferior, como visto nos dados de MSPA -
diferenciados estatisticamente pelo teste de Fisher-LCD em 5% (Figura 21) -
seguidos de TO (controle) = T3 (BSP) = T4 (FSP) = T5 (BSP+FSP) < T1 (40% da
recomendacdo de P,Os para cultura do milho com aplicacdo de superfosfato

simples).

6.7. AVALIACAO DO POTENCIAL DE MSP EM COMBINACAO COM ACIDOS
HUMICOS E FNA NA NUTRIQAO FOSFATICA DE PLANTAS DE MILHO

No presente ensaio objetivou-se avaliar o efeito do fosfato natural de Araxa
(FNA) combinado com micro-organismos solubilizadores previamente
selecionados como biomineralizadores (Figura 32, no apéndice) na presenca ou
ndo de &cidos humicos na nutricdo fosfatada e no crescimento inicial de plantas
de milho.

A proporcao predefinida de 40% da dose recomendada de SS mais 60% da
dose recomendada de FNA aplicados de forma localizada foi escolhida a partir
dos resultados do ensaio experimental 6.5, representando uma estratégica para a
reducdo das taxas de aplicacdo de P oriundo de fontes sintéticas soluveis.

Dentre os tratamentos avaliados observa-se que a tecnologia de
inoculacdo mista (dois grupos microbianos promotores de crescimento)
combinada com &cidos humicos (AH) (T7) promoveram incrementos
significativamente maiores em MSPA e MSR nas plantas de milho na comparacao
com 0s outros tratamentos e especialmente o tratamento em que as plantas nédo
foram inoculadas ou foi aplicado AH (Figura 27). Interessante ressaltar que a
inoculagéo conjunta envolvendo fungos e bactérias solubilizadoras de P so foi
efetiva na presenca de AH. Os incrementos de MSPA e MSR no tratamento (T7)
foram respectivamente 17 e 22 % superiores com relagcéo ao tratamento (T1), que
recebeu a mesma proporcdo de P combinada na forma de 40% da dose
recomendada de SS mais 60% da dose recomendada de FNA. Estes resultados
indicam que a aplicagdo de MSP na presenca de AH, provavelmente resulte na
maior disponibilidade de P na fracdo labil do complexo de troca ibnica do solo ou
maior absor¢cdo de P no sistema radicular, resultando em incrementos

significativos de biomassa.
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Figura 27. Biometria da parte aérea: MSPA: matéria seca da parte aérea (g) e, do sistema
radicular: MSR: matéria seca da raiz e VR: volume radicular do Milho, aos 30 dias de
experimentacdo. Onde: T1: 0,4SS+0,6FNA, T2: 0,4SS+0,6FNA+Bs, T3: 0,4SS+0,6FNA+Fs, T4:
0,4SS+0,6FNA+Bs+Fs, T5: 0,4SS+0,6FNA+Bs+AH, T6: 0,4SS+0,6FNA+Fs+AH e T7:
0,4SS+0,6FNA+Bs+Fs+AH. Coeficientes de variacdo: MSPA= 3,88 %, MSR= 4,05 %, e VR= 4,08
%.
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O tratamento T7 promoveu o incrementou do acumulo de P e as
caracteristicas de crescimento na biomassa das plantas em relagdo aos outros
tratamentos (Figuras 27, 28 e 29), resultando em melhor desempenho inicial do
milho. Os efeitos positivos sobre o desenvolvimento inicial das plantas de milho
podem conferir maior adaptabilidade as condi¢cbes posteriores de crescimento
devido ao aumento das reservas e das possibilidades de captacao de 4gua, luz e
nutrientes (Giro, 2008; Baldotto et al., 2011).

Considerando que quanto maior relacdo R/PA pode resultar da menor
disponibilidade de nutrientes as plantas (Silva e Delatorre, 2009), foi visto que
combinacdes biotecnoldgicas resultantes dos tratamentos T4 e T5 sugerem uma
descompatibilidade entre as demandas da planta para crescimento e a
disponibilidade de P no substrato, resultando em biomassas menores na parte
aérea com impactos no seu desenvolvimento inicial e biomassas radiculares
relativamente maiores como demonstram as razdes: MSR/MSPA de T4 e T5
(Figura 26). Estas observacdes estdo em acordo com os contetudos inferiores de
P e N (Figuras 28 e 30) em raizes e na parte aérea das plantas de milho aos 30

dias de experimentagao e da biomassa total para o CTP (Figura 29).
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Figura 28. Biometria e conteudo de P: R/PA: relacdo raiz/parte aérea, CPPA e CPR: contelido de
P da parte aérea e da raiz do milho, respectivamente, aos 30 dias de experimenta¢do. Onde: T1:
0,4SS+0,6FNA, T2: 0,4SS+0,6FNA+Bs, T3: 0,4SS+0,6FNA+Fs, T4: 0,4SS+0,6FNA+Bs+Fs, T5:
0,4SS+0,6FNA+Bs+AH, T6: 0,4SS+0,6FNA+Fs+AH e T7: 0,4SS+0,6FNA+Bs+Fs+AH.
Coeficientes de variacdo: R/PA= 5,96 %, CPPA= 4,35 %, e CPR= 4,62 %.
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Dentre os mecanismos operantes relacionados as respostas positivas da
aplicacdo dos acidos humicos, pode destacar seus efeitos bioativos largamente
reportados, associados a reconhecida inducdo do aumento da quantidade de
acidos organicos exsudados de raizes de milho tratadas com AH (Nwoke et al.,
2008; Li et al., 2009). O incremento de &cidos organicos na rizosfera de plantas
fertilizadas com fontes de P na forma de FNA e aplicados de forma localizada
abaixo das sementes pode resultar em incremento da solubilizacdo de P e
biodisponibilidade para as plantas. Somado ao efeito protetor de acidos humicos
sobre micro-organismos, poderiam resultar em incremento da eficiéncia
solubilizadora sobre o FNA (Puente et al. 2009; Bashan et al. 2012). Ademais, a
presenca de matéria organica estabilizada soluvel no ambiente de mineralizagcéo
da rocha fosfatada pode reduzir a adsorcdo do P a fracdo argila (Guppy et al.,
2005).

De acordo com Hue (1991) e Bolan et al. (1994), acidos organicos reduzem
a sorcao de P na seguinte ordem: acidos tricarboxilicos mais eficientes que
dicarboxilicos e estes mais eficientes que monocarboxilicos, resultado das trocas
de OH™ pelo anion PO,*. Portanto, os micro-organismos e exsudados radiculares
na presenca de AH podem remobilizar P da superficie das particulas reativas dos
solos como relatado por Hoberg et al. (2005) e He et al. (2002), tornando-o
biodisponivel em solucao.

O fendmeno de dessorcdo de P por anions organicos € amplamente aceito
como um mecanismo para aumentar a disponibilidade de P na rizosfera, e isto
ocorre na superficie do solo por permuta do ligante (Sato e Comerford, 2006;
Bashan et al., 2012). No entanto, a concentracdo destes acidos organicos/sais €
relativamente baixa em Argissolos, podendo ser precipitados com os cations livres

13

(por exemplo, AI**, Fe** e Ca®), adsorvidos na superficie de minerais e/ou

utilizados como fontes de carbono pelos micro-organismos (Jones et al., 2003).
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Figura 29. Conteudo de P: CPT: contetudo de P total do milho, aos 30 dias de experimentagéo.
Onde: T1: 0,4SS+0,6FNA, T2: 0,4SS+0,6FNA+Bs, T3: 0,4SS+0,6FNA+Fs, T4:
0,4SS+0,6FNA+Bs+Fs, T5: 0,4SS+0,6FNA+Bs+AH, T6: 0,4SS+0,6FNA+Fs+AH e T7:
0,4SS+0,6FNA+Bs+Fs+AH. Coeficiente de variagdo: CPT= 4,49 %.

E evidente pelas respostas de crescimento inicial (Figura 27 e 28),
particularmente no grupo de tratamentos com AH e os maiores volumes de raiz
(VR) e, acumulo de N e P nas plantas de milho (Figuras 28, 29 e 30) a
importancia da combinagdo MSP e substancias humicas.

Os mecanismos propostos para explicar estas respostas positivas podem
resultar da maior disponibilidade de P-labil, jA que os acidos humicos aumentam a
solubilidade de P e impedem que ele seja imobilizado no solo. Além disso, em
ambiente edafico com baixa concentracdo de P, as plantas modificam seus
processos metabdlicos para manter o uso eficiente desse macronutriente,
induzindo mudancas na composicao lipidica da membrana plasmatica e
aumentando a atividade do transportador de P no tecido radicular (Arnaud et al.,
2014; Erro et al., 2012; Hufnagel et al., 2014).

Outro mecanismo envolve a acidificagdo dos grupos funcionais de origem
organica exsudados das plantas e micro-organismos, acidificando a rizosfera e
ativando ainda mais as H* - ATPases de membrana plasmética (Baldotto et al.,
2011), o qual favorece a disponibilizagdo de P nao labil do FNA, melhorando a
absorcdo também daqueles aplicados via fertilizacdo (N, por exemplo),
comparando T7 em relacdo a T1, nos CPPA, CPR e CTP (Figura 28 e 29), bem

como CNR (Figura 30), superior também ao controle.



85

Jindo et al. (2015) comprovaram também que os acidos humicos mudam a
distribuicdo das espécies de P nas folhas, produzindo formas organicas
prontamente disponiveis sob menor concentracdo de P no substrato e
concomitantemente induzem a sintese de transportadores P de alta afinidade nas
células das raizes - um mecanismo adaptativo de resposta a baixa nutricdo
fosfética. Tal bioatividade pode explicar o maior acumulo significativo de matéria

seca e nutrientes nas plantas tratadas (T7) (Figuras 27 a 31).

45,00 CNPA (mg planta)
4000 - 3
35,00
30,00

25,00

20,00

o
b

15,00 =
T1

—
(']

T4

22,00 CNR (mg planta-)

20,00

18,00 b b

16,00 + |

14,00 |

12,00
10,00
8,00

6,00 =
T1 T2 T3 T4 16 T7

Figura 30. Contetdo de N: CNPA e CNR: contetdo de N da parte aérea e da raiz do milho,
respectivamente, aos 30 dias de experimentacdo. Onde: T1: 0,4SS+0,6FNA, T2:
0,4SS+0,6FNA+Bs, T3: 0,4SS+0,6FNA+Fs, T4: 0,4SS+0,6FNA+Bs+Fs, T5:
0,4SS+0,6FNA+Bs+AH, T6: 0,4SS+0,6FNA+Fs+AH e T7: 0,4SS+0,6FNA+Bs+Fs+AH.
Coeficientes de variagdo: CNPA= 3,49 % e CNR= 7,56 %.
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Acidos humicos tém atividade parecida com a de hormdnios vegetais
(p.ex.: auxina) que promovem o crescimento vegetal (Figura 26) e,
concomitantemente, aumentam a absorcdo de nutrientes (Figuras 28, 29 e 30)
(Vaughan e Malcolm, 1985; Chen e Aviad, 1990; Nardi et al., 2002).

Podem atuar também no aumento da populacdo de micro-organismos
benéficos introduzidos em planta e, consequentemente, no incremento desses
efeitos (Marques Junior, 2006), além de nao interferirem negativamente no
crescimento dos micrébios, estimulando a colonizacdo da microbiota nativa
(Conceicao et al., 2009), como em T1, por exemplo.

Os éacidos humicos agem sobre a H*-ATPases de membrana plasmatica,
gue promovem incremento de sua atividade e por consequéncia abaixamento do
pH apoplastico, o qual dispara uma acéo orquestrada de afrouxamento das fibrilas
de celulose da parede e incremento da pressao de turgescéncia pelo movimento
de entrada de agua no vacuolo celular, resultando em expanséo celular e, por
conseguinte, (Hager et al., 1991) explica a promocdo do desenvolvimento
radicular.

Alteracdes na arquitetura das raizes sao percebidas pela inducdo de um
namero maior de raizes laterais, evidenciado pelo aumento do nimero de sitios
de mitose e na proporcao de raizes finas, ja demonstrado para plantulas de milho
(Canellas et al., 2002; Zandonadi et al., 2007) e Arabdopsis (Dobbss et al., 2007).
Estas alteracdes anatbmicas e bioquimicas podem beneficiar o estabelecimento
de MPCV nas raizes pelo aumento do nimero de pontos de infec¢édo (Cerigioli,
2006). A acao promotora de crescimento vegetal e acumulo de nutrientes nas
plantas pelos AH aplicados em baixas doses se da através da fragmentacdo
supraestrutural deste no ambiente acidificado da rizosfera, gerando subunidades
potencialmente capazes de alterar o metabolismo celular, ativando H* ATPases
da membrana plasmatica de células de raiz (Piccolo, 2001; Facanha et al., 2002;
Canellas et al., 2006). Canellas e Olivares (2014) revisaram as acdes fisiol6gicas
das substancias hiumicas como promotoras desse crescimento vegetal.

Baldotto et al. (2011) ressaltam o papel dos &cidos organicos na
disponibilizando P de um substrato contendo uma fonte de P insoluvel em agua, e
de que forma funciona a dindmica do fosfato natural de rocha neste meio de

cultivo até sua absor¢éo pela planta.
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A absorcdo e o acimulo do P, ao lado de um maior crescimento e maior
massa vegetal, podem ser conseguidos pela combinacao de fosfato natural com
acidos organicos. Tal utilizacdo agronémica pode ser atribuida a um aumento da
solubilidade, dessa aplicacdo conjunta. Supde-se que este aumento da
solubilizacdo pode ser causado pelo fornecimento de protons pelos acidos
organicos, complexacéo de Ca?* por ligantes organicos (Baldotto et al., 2011).

Quanto ao conteudo dos macronutrientes (N e P) analisados nos dois
compartimentos vegetais: Parte aérea e raiz (Figuras 28, 29 e 30), as
combinagfes dadas por T7 seguido por T6, apresentaram igualdade ou
superioridade estatistica em relacdo a T1, com destaque o sistema radicular.
Estes resultados apontam para o potencial desta abordagem biotecnolégica,
ressaltando que as taxas de liberacdo de P para a solucdo do solo sdo mais
lentas, necessitando complementacdo com uma fonte de P sollvel para respostas
produtivas maiores.

Como visto em ensaios antecedentes a partir de 36 dias apos a incubacao
do Curvularia senegalensis em substrato com baixa fertilidade natural de P,
observou-se um incremento significativo do P em solucdo — P soluvel em H,0,
evidenciando claramente o efeito da aplicacdo do fungo combinado com FNA no

solo em funcdo de um tempo de acdo em médio prazo do bioinoculante.

Tratamentos T1a T7.

Representacdo visual das respostas médias de plantas de milho em
resposta a aplicacdo combinada de FNA e SS e mesmas proporc¢des e fontes de
P na presenca de bactéria, fungos e suas combinacfes, com e sem &cidos
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hamicos. Aliada a andlise estatistica da MSPA (Figura 27), a Figura 31 demonstra
que os melhores tratamentos seguiram a ordem crescente: T3
(0,4SS+0,6FNA+Fs)<T4(0,4SS+0,6FNA+Bs+Fs) = T5 (0,4SS+0,6FNA+Bs+AH) <
T2 (0,4SS+0,6FNA+Bs) = T6 (0,4SS+0,6FNA+Fs+AH) < T1 (0,4SS+0,6FNA) < T7
(0,4SS+0,6FNA+Bs+Fs+AH).
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RESUMO E CONCLUSOES

A recuperacao do fosforo (P) pelas raizes das plantas € muito baixa na
maioria dos solos do Brasil, resultado da rapida adsorcéo especifica pela fracéo
mineral. A melhoria da eficiéncia do uso de P envolve o manejo de fontes, doses,
formas de aplicacéo e, ainda, a compatibilizacdo com as demandas da planta. A
reducdo da taxa de aplicacdo de fertilizantes fosfatados altamente sollveis
mantendo-se patamares de produtividade vegetal representa uma estratégia a ser
trabalhada para manejo mais sustentavel dos sistemas agricolas. No presente
trabalho foi proposto a combinacédo de fosfato natural de Araxa (FNA) e micro-
organismos selecionados como alternativa complementar ao fornecimento de P
para a planta. Para tal, inicialmente foi avaliada a capacidade de solubilizacdo de
FNA in vitro por bactérias, actinobactérias e fungos isolados. Os fungos foram os
micro-organismos mais indicados para compor bioinoculantes. Também foi
observado que a inoculacédo do fungo solubilizador de P afetou a dindmica deste
elemento na fracdo labil do solo. Ensaios em casa de vegetacdo evidenciaram o
potencial destes micro-organismos em fornecer P para plantas de milho e
tomateiro com a possibilidade de substituicdo de até 30% da dose de P na forma
de P-rocha. Estudos subsequentes evidenciaram a importancia da aplicacdo
localizada de P no aumento da eficiéncia de uso por plantas de milho. Por fim, foi
avaliado o uso combinado de micro-organismos solubilizadores de P (MSP) e

acidos humicos (AH) no qual foram observados ganhos de matéria seca e
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aumento do conteudo de P com o uso de 40% da recomendagdo agronémica na
forma de P sintético e 60% na de P natural, culminando na reducao de fertilizacédo
sintética. Os resultados aqui obtidos, tomados em conjunto, fundamentam novas
abordagens tecnolégicas considerando a otimizacdo da  atividade
biomineralizadora de P dos micro-organismos na presenca de FNA visando o

desenvolvimento de um novo insumo biolégico.



91

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Abd-Alla, M. H. (1994) Phosphatases and the utilization of organic phosphorus by
Rhizobium leguminosarum biovar viceae. Letters in Applied Microbiology, 18:
294-296.

Aguiar, K. P. (2012) Prospeccéo de bactérias promotoras do crescimento vegetal
associadas a vermicompostos. Dissertacdo (Mestrado em Producéo Vegetal).
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Campos dos
Goytacazes, RJ. p. 63-86.

Adesemoye, A. O., Kloepper, J. W. (2009) Plant—microbes interactions in
enhanced fertilizer-use efficiency. Applied Microbiology and Biotechnology,
85:1-12.

Adesemoye, A. O., Torbert, H. A., Kloepper, J. W. (2009) Plant growth-promoting
rhizobacteria allow reduced application rates of chemical fertilizers. Microbial
Ecology, 58: 921-992.

Agamy, R., Hashem, M., Alamri, S. (2013) Effect of soil amendment with yeasts as
bio-fertilizers on the growth and productivity of sugar beet. African Journal of
Agricultural Research, 8: 46-56.

Agnihotri, V. P. (1970) Solubilization of insoluble phosphates by some soil fungi
isolated from nursery seed beds. Canadian Journal of Microbiology, 16: 877-
880.


http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1472-765X

92

Alam, S., Khalil, S., Ayub, N., Rashid, M. (2002) In vitro solubilization of inorganic
phosphate by phosphate solubilizing microorganism (PSM) from maize
rhizosphere. International Journal of Agricultural and Biological Engineering,
4: 454-458.

Anderson, G. (1980) Assessing organic phosphorus in soils. In: Khasawneh, F. E.,
Sample, E. C., Kamprath, E. J., editors. The Role of Phosphorus in
Agriculture. Madison, Wis: American Society of Agronomy, p. 411-32.

Antoun, H. (2012) Beneficial microorganisms for the sustainable use of
phosphates in agriculture. Procedia Engineering, 46: 62—67.

Anwar, Q., Jalaluddin, M. (1999) Reactions of VMA and Azospirillum species on
wheat growth. Pakistan Journal of Biological Sciences. Agricultural. 2 (1):
227-232.

Arcand, M., Schneider, K. (2006) Plant and microbial-based mechanisms to
improve the agronomic effectiveness of phosphate rock: a review. Annals of
the Brazilian Academy of Sciences. 78: 791-807.

Arnaud, C. M., Thibaud, M. C., Javot, H., Chiarenza, S., Delannoy, E., Revol, J.,
Soreau, P., Balzergue, S., Block, M. A., Maréchal, E., Desnos, T., Nussaume,
L. (2014) Identification of phosphatin, a drug alleviating Pi starvation
responses in Arabidopsis. Plant Physiology, 166: 1479-1491.

Asea, P. E. A., Kucey, R. M. N., Stewart, J. W. B. (1988) Inorganic phosphate
solubilization by two penicillium species in solution culture and soil. Soil
Biology and Biochemistry, 220: 459-464.

Baldotto, M. A., Giro, V. B, Baldotto, L. E. B., Canellas, L. P., Velloso, A. C. X.
(2011) Initial performance of pineapple and utilization of rock phosphate
applied in combination with organic compounds to leaf axils. Revista Ceres,
Vicosa, 58 (3): 393-401.

Banik, S., Day, B. K. (1982) Available Phosphate Content of an Alluvial Soil as
Influenced by Inoculation of Some Isolated Phosphate Solubilizing
Microorganisms. Plant and Soil, 69 (3): 353-364.

Barroso, C. B., Nahas, E. (2008) Solubilizacdo do fosfato de ferro em meio de
cultura. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, 43:529-535.

Bashan, Y., Holguin, G. (1997) Azospirillum-plant relationships: environmental and
physiological advances (1990-1996). Canadian Journal of Microbiology 43:
103-121.



93

Bashan, Y. (1998) Inoculants of plant growth-promoting bacteria for use in
agriculture. Biotechnology Advances, 16: 729-770.

Bashan, Y., de-Bashan, L. E. (2010) How the plant growth promoting bacterium
Azospirillum promotes plant growth - a critical assessment. Advances in
Agronomy, 108: 77-136.

Bashan, Y., Kamnev, A. A., de-Bashan, L. E. (2012) Tricalcium phosphate is
inappropriate as a universal selection factor for isolating and testing
phosphate-solubilizing bacteria that enhance plant growth: a proposal for an
alternative procedure. Biology and Fertility of Soils, doi:10.1007/s00374-012-
0737-7.

Beever, R. E., Burns, D. J. W. (1980) Phosphate uptake, storage and utilization by
fungi. Advances in Botanical Research, 8: 127-2109.

Behera, B. C., Singdevsachan, S. K., Mishra, R. R., Dutta, S. K., Thatoi, H. N.
(2013) Diversity, mechanism and biotechnology of phosphate solubilising
microorganism in mangrove — a review. Biocatalysis and Agricultural
Biotechnology, 33 p.

Bento, M. A. O. (2014) Bacteria isolated from soil and litter of the Atlantic Forest
have potential as plant growth promoters. World Journal of Microbiology &
Biotechnology Incorporating the MIRCEN Journal of Applied Microbiology and
Biotechnology (Dordrecht. Online).

Berg, G. (2009) Plant—microbe interactions promoting plant growth and health:
perspectives for controlled wuse of microorganisms in agriculture.
Applied Microbiology and Biotechnology, 84: 11-18.

Bhattacharya, S. S., Barman, S., Ghosh, R., Duary, R. K., Goswami, L., Mandal,
N. C. (2013) Phosphate solubilizing ability of Emericella nidulans strain V1
isolated from vermicompost. Indian Journal of Experimental Biology, 51: 840-
848.

Bianco, C., Defez, R. (2010) Improvement of phosphate solubilization and
Medicago plant yield by an indole-3-acetic acid-overproducing strain of
Sinorhizobium meliloti. Applied and Environmental Microbiology, 76 (14):
4626-4632.

Black, C. A. (1968) Soil plant relationships. New York: John Wiley e Sons, 653p.

Bloom, A. J., Jackson, L. E., Smart, D. R. (1993) Root growth as a function of

ammonium and nitrate in the root zone. Plant Cell Environment, 16: 199-206.


http://aem.asm.org/

94

Boddey, R. M., Dobereiner, J. (1988) Nitrogen fixation associated with grasses
and cereals: Recent results and perspectives for future research. Plant and
Soil, 108: 53-65.

Bolan, N. S., Naidu, R., Mahimairaja, S., Baskaran, S. (1994) Influence of low-
molecular-weight organic acids on the solubilization of phosphates.
Biology and Fertility of Soils, 18: 311-319.

Busato, J. G., Velloso, A. C. X., Canellas, L. P., Cabral, L. L. (2005) Solubilizacédo
de fosfatos naturais de rocha em resposta ao tratamento com &acidos
hdmicos. In: Encontro Brasileiro de Substancias Humicas, Rio de Janeiro,
Anais, UFRRJ/Embrapa CNPS.

Busato, J. G., Lima, L. S., Aguiar, N. O., Canellas, L. P., Olivares, F. L. (2012)
Changes in labile phosphorus forms during maturation of vermicompost
enriched with phosphorus-solubilizing and diazotrophic bacteria. Bioresource
Technology, 110: 390-395.

Canellas, L. P., Facanha, A. O., Facanha, A. R., Olivares, F. L. (2002) Humic
acids isolated from earthworm induces root mitotic sites and plasma
membrane H*-ATPase. Plant Physiology, 30:1951-195.

Canellas, L. P., Olivares, F. L. (2014) Physiological responses to humic
substances as plant growt promoter. Chemical and Biological Technologies in
Agriculture, 1:3.

Canellas, L. P., Zandonadi, D. B., Olivares, F. L., Facanha, A. R. (2006) Efeitos
fisiologicos de substancias himicas - o estimulo as H*-ATPases. In: Manlio
Silvestre Fernandes. (Org.). Nutrigdo Mineral de Plantas. Vigosa: Sociedade
Brasileira de Ciéncia do Solo. P. 175-200.

Cattelan, A. J., Hartel, P. G., Fuhrmann, J. J. (1999) Screening for plant growth-
promoting rhizobacteria to promote early soybean growth. Soil Science
Society of America Journal, 63: 1670-1680.

Cerigioli, M. M. (2006) Diversidade de bactérias endofiticas de raizes de milho
(Zea Mays L.) e potencial para promocao de crescimento. Tese (Doutorado
em Ciéncias Biologicas), Universidade Federal de Sé&o Carlos, Sao Carlos,
SP. 132 p.

Chai, B., Wu, Y., Liu, P., Liu, B., Gao, M. (2011) Isolation and phosphate-
solubilizing ability of a fungus, Penicillium sp. from soil of an alum mine.
Journal of Basic Microbiology, 51 (1): 5-14.


https://www.soils.org/publications/sssaj
https://www.soils.org/publications/sssaj

95

Chaiharn, M., Lumyong, S. (2009) Phosphate solubilization potential and stress
tolerance of rhizobacteria from rice soil in Northern Thailand. World
Journal of Microbiology and Biotechnology, 25: 305-314.

Chen, Y., Aviad, T. (1990) Effects of humic substances on plant growth. In:
Maccarthy, P.; Capp, C.E.; Malcolm, R.L. & Bloom, P.R., eds. Humic
substances in soil and crop sciences: selected readings. Madison, American
Society of America, p. 161-186.

Chen, Y. P., Rehha, P. D., Arun, A. B., Shen, F. T. (2005) Phosphate solubilizing
bacteria from subtropical soil and their tricalcium phosphate-solubilizing
abilities. Applied Soil Ecology, 34: 33-41.

Chen, Y. P., Rekha, P. D., Arun, A. B., Shen, F. T., Lai, W. A., Young, C. C. (2006)
Phosphate solubilizing bacteria from subtropical soil and their tricalcium
phosphate solubilizing abilities. Applied Soil Ecology, 34: 33-41.

Chen, Z., Ma, S., Liu, L. L. (2008) Studies on phosphorus solubilizing activity of a
strain of phosphobacteria isolated from chestnut type soil in China.
Bioresource Technology, 99: 6702-6707.

Chuang, C. C., Kuo, Y.L., Chao, C. C., Chao, W. L. (2007) Solubilization of
inorganic phosphates and plant growth promotion by Aspergillus niger.
Biology and Fertility of Soils, 43: 575-584.

Compant, S., Clément, C., Sessitsch, A. (2010) Plant growthpromoting bacteria in
the rhizo- and endosphere of plants: their role, colonization, mechanisms
involved and prospects for utilization. Soil Biology and Biochemistry, 42: 669—
678.

Conceicéo, P. M., Vieira, H. D., Canellas, L. P., Marques Junior, R. B., Olivares, F.
L. (2008) Recobrimento de sementes de milho com acidos humicos e
bactérias diazotroficas endofiticas. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 43, p.
545-548.

Conceicéo, P. M., Vieira, H. D., Canellas, L. P., Olivares, F. L., Conceicéo, P. S.
(2009) Efeito dos acidos humicos na inoculagdo de bactérias diazotroficas
endofiticas em sementes de milho. Ciéncia Rural, 39 (6): 1880-1883.

Corrales, I, Amenos, M., Poschenrieder, C., Barcelo, J. (2007) Phosphorus
efficiency and root exudates in two contrasting tropical maize varieties.
Journal of Plant Nutrition, 30: 887-900.


http://www.springer.com/chemistry/biotechnology/journal/11274
http://www.springer.com/chemistry/biotechnology/journal/11274
http://www.springer.com/life+sciences/agriculture/journal/374

96

Dadhich, S. K., Somani, L. L., Shilpkar, D. (2011) Effect of integrated use of
fertilizer P, FYM and biofertilizers on soil properties and productivity of
soybean-wheat crop sequence. Journal of Advances in Developmental
Research, 2: 42—46.

Daniels, C., Michan, C., Ramos, J. L. (2009). New molecular tools for enhancing
methane production, explaining thermodynamically limited lifestyles and other
important biotechnological issues. Microbial Biotechnology, 2: 533-536.

Davies, D. D. (1986) The fine control of cytosolic pH. Physiologia Planarum, 67:
702-706.

Deubel, A., Merbach, W. (2005) Influence of microorganisms on phosphorus
bioavailability in soils. In: Buscot, F., Varma, A. (eds) Microorganisms in soils:
roles in genesis and functions. Springer, p. 177-191.

Drummond, A. J., Ashton, B., Buxton, S. Cheung, M., Cooper, A., Duran, C., Field,
M., Heled, J., Kearse, M., Markowitz, S., Moir, R., Stones-Hava, S., Sturrock,
S., Thierer, T., Wilson, A. (2011) Geneious, 5 (4).

Do Carmo Harta, M., Torrent, J. (2007) Phosphorus desorption kinetics in relation
to phosphorus forms and sorption properties of Portuguese acid soils. Soil
Science, 172: 631-638.

Dobbss, L. B., Zandonadi, D. B., Evaristo, J. A. M., Facanha, A. L. O., Retamal, C.
A., Facanha, A. R., Canellas, L. P. (2007) Acidos hdmicos estimulam a
atividade da H*- ATPase da plasmalema em raizes de plantulas de arroz. In:
VII Encontro Brasileiro de Substancias Humicas, Florianépolis.

Dobbelaere, S., Croonenborghs, A., Thys, A., Ptacek, D., Okon, Y., Vanderleyden,
J. (2002). Effects of inoculation with wild type Azospirillum brasilense and A.
irakense strains on development and nitrogen uptake of spring wheat and
grain maize. Biology and Fertility of Soils, 36: 284-297.

Donner, S. D., Kucharik, C. J. (2008) Corn-based ethanol production compromises
goal of reducing nitrogen export by the Mississippi River. Proceedings of the
National Academy of Sciences USA, 105: 4513-4518.

Egamberdiyeva, D. (2005). Plant growth promoting rhizobacteria isolated from a
Calcisol in a semi-arid region of Uzbekistan: Biochemical characterization and
effectiveness. Journal of Plant Nutrition and Soil Science, 168: 94-99.


http://www.pnas.org/
http://www.pnas.org/
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1002/(ISSN)1522-2624

97

Ehrlich, H. L. (1990) Mikrobiologische and biochemische Verfahrenstechnik. In:
Einsele, A., Finn, R. K., Samhaber, W., Geomicrobiology, 2nd ed. Weinheim:
VCH, Verlagsgesellschaft.

Eivazi, F., Tabatabai, M. A. (1977) Phosphatases in soils, Soll
Biology and Biochemistry, 9: 167-172.

EMBRAPA (2009) Manual de andlises quimicas de solos, plantas e fertilizantes.

2° edicéo revista e ampliada. Brasilia, 627 p.

EMBRAPA (2009) EMBRAPA e UFPR sesenvolvem primeiro inoculante para
milho e trigo, 2009. Disponivel em: <http://www.embrapa.gov.br/
imprensa/noticias/2009/agosto/1lasemana/embrapa-e-ufpr-desenvolvem-

primeiroinoculante-para milho-e-trigo>. Acesso em: 13 jan. 2012.

EMBRAPA (2010) Prospeccédo de comunidades microbianas do solo ativas no
aproveitamento agricola de fontes de fésforo de baixa solubilidade. Embrapa
Milho e Sorgo. Sete Lagoas, MG.

Erro, J., Urrutia, O., Baigorri, R., Aparicio-Tejo, P., Irigoyen, I., Storino, F.,
Mandado, M., Yvin, J. C., Garcia-Mina, J. M. (2012) Organic Complexed
Superphosphates (CSP): Physicochemical Characterization and Agronomical
Properties. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 60: 2008-2017.

Facanha, A. R., Facanha, A. L. O., Olivares, F. L., Guridi, F., Santos, G. A.,
Velloso, A. C. X., Rumjanek, V. M., Brasil, F.; Schripsema, J., Braz, R.,
Oliveira, M. A., Canellas, L. P. (2002) Bioatividade de &cidos humicos: efeitos
sobre o desenvolvimento radicular e sobre as bombas de prétons da
membrana plasmética. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, 37: 1301-1310.

Fasim, F., Ahmed, N., Parson, R., Gadd, G. M. (2002) Solubilization of zinc salts
by a bacterium isolated from air environment of a tannery. FEMS Microbiology
Letters, 213: 1-6.

FAO (2006) Fertilizer use by crop: FAO fertilizer and plant nutrition bulletin 17.
Food and Agriculture Organization of the United Nation, Rome, p. 60—61.
Fernandes, M. S. (2006) NutricAo mineral de plantas. Sociedade Brasileira de

Ciéncia do Solo. 432 p.

Garshasbi, L., Paknejad, F., Kashani, A., Nateghi, M. Fatemi, Z. (2014) Wheat

performance as affected by pre-plant and foliar application of phosphorus


http://www.sciencedirect.com/science/journal/00380717
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00380717
http://www.embrapa.gov.br/
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1574-6968
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1111/(ISSN)1574-6968

98

under inoculation with arbuscular mycorrhizal (AM) and non-inoculation.
Agriculture Research Center, 4 (5): 154-61.

Gaskin, J. W., Hartel, P., Little, E., Harris, G. (2010) Soil Inoculants. College of
Agricultural and Environmental Sciences Cooperative Extension. University of

Georgia, circular 990.

Gaur, A. C., Ostwal, K. P. (1972) Influence of phosphate dissolving Bacilli on yield
and phosphate uptake of wheat crop. Indian Journal of Experimental Biology,
10: 393-4.

Glick, B. R. (1995) Metabolic load and heterologous gene expression.
Biotechnology Advances, 13: 247-61.

Goldstein, A. H. (1986). Bacterial solubilization of mineral phosphates: historical
perspective and future prospects. American Journal of Alternative Agriculture,
1. 51-57.

Goldstein, A. H., Liu, S. T. (1987) Molecular cloning and regulation of a mineral
phosphate solubilizing gene from Erwinia herbicola. Biotechnology Journal, 5:
72-4.

Goldstein, A. H. (1994) Involvement of the quinoprotein glucose dehydrogenase in
the solubilization of exogenous phosphates by gram-negative bacteria. In:
Torriani-Gorini, A., Yagil, E., Silver, S., editors. Phosphate in Mi croorganisms:
Cellular and Molecular Biology. Washington, DC: ASM Press. p. 197-203.

Goldstein, A. H. (1995) Recent progress in understanding the molecular genetics
and biochemistry of calcium phosphate solubilization by Gram-negative
bacteria. Biological Agriculture and Horticulture, 12: 185.

Goldstein, A. H., Braverman, K., Osorio, N. (1999) Evidence for mutualism
between a plant growing in a phosphatelimited desert environment and a
mineral phosphate solubilizing (MPS) bacterium. FEMS Microbiology Ecology,
3: 295-300.

Goncalves, J. L. M., Firme, D. J., Novais, R. F., Ribeiro, A. C. (1985) Cinética de
adsorcao de fosforo em solos de cerrado. Revista Brasileira de Ciéncia do
Solo, 9: 107-111.

Gracia de Salamone, I. E., Hynes, R. K., Nelson, L. M. (2001) Cytokinin production
by plant growth promoting rhizobacteria and selected mutants. Canadian
Journal of Microbiology, 47: 404-411.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/07349750
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1002/(ISSN)1860-7314
http://www.researchgate.net/journal/0144-8765_Biological_Agriculture_and_Horticulture

99

Guppy, C. N., Menzies, N. W., Moody, P. W., Blamey, F. P. C. (2005) Competitive
sorption reactions between phosphorus and organic matter in soil: a review.
Australian Journal of Soil Research, 43: 189-202.

Gupta, R., Singal, R., Sankar, A., Kuhad, R. C., Saxena, R. K. (1994) A modified
plate assay for screening phosphate solubilizing microorganisms.
Journal of General and Applied Microbiology, 40: 255-260.

Gutierrez-Manero, F. J., Ramos-Solano, B., Probanza, A., Mehouachi, J.,
Francisco, R. T., Manuel, T. (2001). The plant-growth-promoting rhizobacteria
Bacillus pumilis and Bacillus licheniformis produce high amounts of
physiologically active gibberellins. Physiologia Plantarum, 111: 206-211.

Gyaneshwar, P., Kumar, N. J., Pareka, L. J., Podle, P. S. (2002) Role of soll
microorganisms in improving P nutrition of plants. Plant and Soil, 245 (1): 83-
93.

Hamdali, H., Hafidi, M., Virolle, M. J., Ouhdouch, Y. (2008). Rock phosphate
solubilizing Actinimycetes: Screening for plant growth promoting activities.
World Journal of Microbiology and Biotechnology, 24: 2565-2575.

Hameeda, B., Harini, G., Rupela, O. P., Wani, S. P., Reddy, G. (2006a) Growth
promotion of maize by phosphate solubilizing bacteria isolated from composts
and macrofauna. Microbiological Research, 163: 234-242.

Hameeda, B., Rupela, O. P., Reddy, G., Satyavani, K. (2006b) Application of plant
growth-promoting bacteria associated with composts and macrofauna for
growth  promotion of Pearl millet (Pennisetum glaucum L.).
Biology and Fertility of Soils, 43: 221-227.

Hameeda, B., Harini, G., Rupela, O., Wani, S., Reddy, G. (2008) Growth
promotion of maize by phosphatesolubilizing bacteria isolated from composts
and macrofauna. Microbiological Research. 163: 234-242.

Hamuda, H. E. A. F. B., Patkd, I. (2010) Relationship between environmental
impacts and modern agriculture. Obuda University e-Bulletin, 1: 87-98.

Harley, J. L., Smith, S. E.(1983) Mycorrhizal symbiosis. London, New York:
Academic Press.

Harris, J. N., New, P. B., Martin, P. M. (2006) Laboratory tests can predict
beneficial effects of phosphate-solubilizing bacteria on plants. Soil
Biology and Biochemistry, 38: 1521-1526.


http://www.jstage.jst.go.jp/browse/jgam
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00380717
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00380717

100

Hayes, M. H., Malcolm, R. (2001) Consideration of composition and aspects of the
structures of humic substances. In: Hayes, M. H.; Malcolm, R. (eds.) Humic
substances and chemical contaminants. Madson: Soil Science Society of
America, p. 3-39.

Haynes, R. J. (1990) Active ion uptake and maintenance of cation- anion balance:
A critical examination of their role in regulating rhizosphere pH. Plant and Soil,
126: 247-264.

He, Z. L., Bian, W., Zhu, J. (2002) Screening and identification of microorganisms
capable of utilizing phosphate adsorbed by goethite. Communications in Soil
Science and Plant Analysis, 33: 647—-663.

Helman, Y., Burdman, S., Okon, Y. (2011) Plant growth promotion by rhizosphere
bacteria through direct effects. In: Rosenberg, E., Gophna, U. (eds) Beneficial
microorganisms in multicellular life form. Springer, Heidelberg, p. 89-103.

Himani, S., Reddy, M. S. (2012) Improvement of wheat and maize crops by
inoculating Aspergillus spp. In alkaline soil fertilized M.S with rock phosphate,
Archives of Agronomy and Soil Science, 58: 535-546.

Hilda, R., Fraga, R. (1999) Phosphate solubilizing bacteria and their role in plant
growth promotion. Biotechnology Advances, 17: 319—-359.

Hilda, R. (2000) Isolation of a gene from Burkholderia cepacia IS-16 encoding a
protein that facilitates phosphatase activity. Current Microbiology, 40: 362-
366.

Hoberg, E., Marschner, P., Lieberei, R. (2005) Organic acid exudation and pH
changes by Gordonia sp. and Pseudomonas fluorescens grown with P
adsorbed to goethite. Microbiological Research, 160: 177-187.

Hopkins, C. G., Whiting, A. L. (1916) Soil bacteria and phosphates. Ill Agric Exp
Stn Bull, 190: 395-406.

Hue, N. V. (1991) Effects of organic acids/anions on P sorption and
phytoavailability in soils with different mineralogies. Soil Science, 152: 463—
471.

Hufnagel, B., de Sousa, S. M., Assis, L., Guimaraes, C. T., Leiser, W., Azevedo G.
C., Negri, B., Larson, G., Staff, J. E., Pastina, M. M., Barros, B. A., Wltzien,
E., Rattunde, F. W., Viana, J. H., Clark, R. T., Falcéo, A., Gazaffi, R., Garcia,
A. A. F., Schaffert, R. E., Kochian, L. V., Magalhaes, J. V. (2014) Duplicate

and conquer: multiple homologs of phosphorus starvation tolerance enchance


http://www.tandfonline.com/toc/gags20/current

101

phosphorus acquisition and sorghum performance on low-phosphorus soils.
Plant Physiology, 166: 659-677.

Hwangboo, H., Park, D. R., Kim, Y. W., Rim, Y. S., Park, K. H., Kim, T. H., Suh, J.
S., Kim, K. Y. (2003) 2-keto gluconic acid production and phosphate
solubilization by Enterobacter intermedium. Current Microbiology, 47: 87.

Igual, J. M, Valverde, A., Cervants, E., Velazquez, E. (2001) Phosphate
solubilizing bacteria as inoculants for agriculture: use updated molecular
techniques in their study. Agronomy, 21: 651-568.

lllmer, P., Schiner, F. (1992) Solubilization of inorganic phosphates by
microorganisms isolated from forest soils. Soil Biology and Biochemistry, 24:
389-395.

llimer, P., Schinner, F. (1995) Solubilization of inorganic calcium phosphate
solubilization mechanisms. Soil Biology and Biochemistry, 27: 257—-63.

Jackman, J. M., Jones, R. C., Yost, R. S., Babcock, C. J. (1997) Rietveld
estimates of mineral percentages to predict phosphate sorption by selected
Hawaiian soils. Soil Science Society of America Journal, 61: 618—625.

Jeon, J. S, Lee, S. S, Kim, H. Y., Ahn, T. S., Song, H. G. (2003) Plant growth
promotion in soil by some inoculated microorganisms. The Journal
of Microbiology, 41: 271-276.

Jindo, K., Sanches, T., Peres, L. E. P., Azevedo, I. G., Aguiar, N. O., Mazzei, P.,
Spaccini, R., Piccolo, A., Olivares, F. L., Canellas, L. P. (2015) Uptake,
storage and high affinity phosphorus cell transporters are influenced by humic
substances. Plant and Soll,..

Johnson, H. W. (1959) The solubilization of “insoluble” phosphate IV the reaction
between organic acids and tricalcium phosphate. New Zealand Journal
of Science, 2: 215-218.

Jones, D. L., Dennis, P. G., Owen, A. G., Van Hees, P. A. W. (2003) Organic acid
behavior in soils—misconceptions and knowledge gaps. Plant and Soil, 248:
31-41.

Jones, D. L., Oburger, E. (2011). Solubilization of phosphorous by soll
microorganisms. In: Buneman, E., Oberson, A., Frossard, E. (eds.)
Phosphorous in action, v. 100: Biological processes in soil phosphorous

cycling. Springer Berlin Heidelberg. p. 169-198.


https://www.soils.org/publications/sssaj
http://www.pherobase.com/database/journal/N.Z.%20J.%20Sci.-journal.php
http://www.pherobase.com/database/journal/N.Z.%20J.%20Sci.-journal.php

102

Joveva, S., Nozinie, R., Delie, V. (1991) Determination of intermediates in
bioconversion of 2,5-diketo-d-gluconic acid by genus Corynebacterium by
thin-layer chromatography. Prehrambenotenol Biotechnol Rev, 29: 87-90.

Juriank, J. J., Dudley, L. M., Allen, M., Knight, W. G. (1986) The role of calcium
oxalate in the availability of phosphorus in soils of semiarid regions:
thermodynamic study. Soil Science, 142: 225-261.

Kang, S. C., Pandey, P., Khillon, R., Maheswari, D. K. (2008) Process of rock
phosphate solubilization by Arpergillus sp. PS 104 in soil amended medium.
Journal of Environmental Biology, 29: 743.

Kang, B. G., Kim, W. T., Yun, H. S., Chang, S. C. (2010). Use of plant growth
promoting rhizobacteria to control stress responses of plant roots. Plant
Biotechnology Reports, 4: 179-183.

Kaur, G., Reddy, M. S. (2014) Influence of P-solubilizing bacteria on crop yield and
soil fertility at multilocational sites. European Journal of Soil Biology, 1-6.
Kham, A. A., Jilani, G., Akhtar, M. S., Nagvi, S. M. S., Rashid, M. (2009)
Phosphorus solubilizing Bacteria: Occurrence, Mechanisms and their role in

crop production. Journal of Agricultural and Biological Science, 1: 48.

Khan, M. S., Zaidi, A., Wani, P. A. (2007) Role of phosphate-solubilizing
microorganisms in  sustainable agriculture-Areview.  Agronomy for
Sustainable Development, 27: 29-43.

Khan, M. S., Zaidi, A., Ahemad, M., Oves, M., Wani, P. A. (2010) Plant growth
promotion by phosphate solubilizing fungi — current perspective. Archives of
Agronomy and Solil Science, 56 (1): 73-98.

Kim, K. Y., Jordan, D., McDonald, G. A. (1997) Solubilization of hydroxyapatite by
Enterobacter agglomerans and cloned Escherichia coli in culture medium, Soil
Biology and Fertility of Soils, 24: 347-352.

Kim, K. Y., Jordan, D., Mcdonald, G. A. (1998) Effect of phosphate-solubilizing
bacteria and vesicular-arbuscular mycorrhizae on tomato growth and soil

microbial activity. Biology and Fertility of Soils, 26: 79-87, 1998.

Kononova, M. M. (1982) Matéria organica del suelo: su naturaleza, propriedades y

métodos de investigacién. Barcelona, Oikos-Tou. 365p.

Kpomblekou, K., Tabatabai, M. A. (1994) Effect of organic acids on release of
phosphorus from phosphate rocks. Soil Science, 158: 442—-453.


http://arpnjournals.com/jabs/index.htm
http://www.springer.com/life+sciences/agriculture/journal/13593
http://www.springer.com/life+sciences/agriculture/journal/13593
http://www.springer.com/life+sciences/agriculture/journal/374
http://www.springer.com/life+sciences/agriculture/journal/374

103

Kucey, R. W. N., Tanez, H. H., Leggett, M. E. (1989) Microbially mediated
increases in plant available phosphorus. Advances in Agronomy, 42: 199-228.

Lapido-Loureiro, F. E.; Nascimento M. (2003) Fertilizantes e Sustentabilidade na
Agricultura:  Uma  Abordagem Minero-Quimica-Metalurgica. CETEM,
[www.cetem.gov.br]/Publicacdes/Série Estudos e Documentos n° 53.

Li, X. F., Zuo, F. H., Ling, G. Z., Li, Y. Y., Yu, Y. X,, Yang, P. Q., Tang, X. L. (2009)
Secretion of citrate from roots in response to aluminum and low phosphorus
stresses in Stylosanthes. Plant and Soil, 325: 219-229.

Lin, T. F., Huang, H. I., Shen, F. T., Young, C. C. (2006) The protons of gluconic
acid are the major factor responsible for the dissolution of tricalcium
phosphate by Burkholderia cepacia CC-Al74. Bioresource Technology, 97:
957-960.

Liu, S. T., Lee, L. Y., Jai, C. Y., Hung, C. H., Chang, Y. S., Wolfram, J. H., Rogers,
R., Goldstein, A. H. (1992) Cloning of an Erwinia herbicola gene necessary for
gluconic acid production and enhanced mineral phosphate solubilization in E.
coli HB 101: Nucleotide sequence and probable involvement in biosynthesis
of the co-enzyme pyrroloquinoline quinone. Journal of Bacteriology, 174:
5814-5819.

Louw, H. A., Webley, D. M. (1959) A study of soil bacteria dissolving certain
phosphate fertilizers and related compounds. Journal of Applied Bacteriology,
22: 227-33.

Lucy, M., Reed, E., Glick, B. R. (2004) Application of free living plant growth
promoting rhizobacteria. Antonie van leeuwenhoek, 86: 1-25.

Malavolta, E., Vitti, G. C., Oliveira, S. A. de. (1997) Avaliacédo do estado nutricional
das plantas: principios e aplicacdes, 2. ed. Piracicaba: POTAFOS. 319 p.

MAPA (1980) Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. BINAGRI —
SISLEGIS. Lei n°® 6.894, de 16 de dezembro de 1980.

MAPA (2004) Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. BINAGRI —
SISLEGIS. Decreto n° 4.954, de 14 de janeiro de 2004.

MAPA (2009) Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Secretaria de

Defesa Agropecuaria. Instrugdo normativa n° 25, de 23 de julho de 2009.


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.1968.tb00384.x/abstract

104

MAPA (2010) Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Secretaria de
Defesa Agropecuéria. Instrucdo normativa n°® 30, de 12 de dezembro de
2011.

MAPA (2011) Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Secretaria de

Defesa Agropecuaria. Instrucado normativa n° 13, de 24 de marco de 2011.

Marques Jr., R. B. M., Canellas, L. P., Silva, L. G., Olivares, F. L. (2008)
Promocdo de enraizamento de microtoletes de cana-de-agUcar pelo uso
conjunto de substancias humicas e bactérias diazotréficas endofiticas.
Revista Brasileira de Ciéncia do Solo, v. 32, p. 1121-1128.

Marra, L. M., de Oliveira, S. M., Soares, C. R. F. S., Moreira, F. M. S. (2011)
Solubilisation of inorganic phosphates by inoculant strains from tropical
legumes. Scientia Agricola, 68: 603—609.

Marra, L. M., Soares, C. R. F. S,, Oliveira, S. M., Ferreira, P. A. A., Soares, B. L.,
Carvalho, R. F., Lima, J. M., Moreira, F. M. S. (2012) Biological nitrogen
fixation and phosphate solubilization by bacteria isolated from tropical soils.
Plant and Soil, 355: 1-19.

Marschner, H. (1995) Mineral Nutrition of Higher Plants, 2nd Ed. Academic Press,
San Diego, CA, 889 p.

MF-SEAE (Ministério da Fazenda - Secretaria de Acompanhamento Econémico)
(2011) Panorama do mercado de fertilizantes — Maio/2011. 35 p.
www.seae.fazenda.gov.br/...fert_seae -2011 fertilizantes.pdf.

Mittal, V., Singh, O., Nayyar H., Kaur, J., Tewari, R. (2008) Stimulatory effect of
phosphate solubilizing fungal strains (Aspergillus awamori and Penicillium
citrinum) on the yield of chickpea (Cicer arietinum L. cv. GPF2). Soil
Biology and Biochemistry, 40: 718-727.

Mohapatra, B., Verma, D. K., Sen, A., Panda, B. B., Asthir, B. (2013) Bio-
fertilizers- A Gateway to Sustainable Agriculture. Popular Kheti, 1(4): 97-106.

Moreira, M. A., Carvalho, J. G., Pasqual, M., Fraguas, C. B., Silva, A. B. (2006)
Efeito de substratos na aclimatizagdo de mudas micropropagadas de
abacaxizeiro cv. Pérola. Ciéncia e Agrotecnologia, 30 (5): 875-879.

Moreira, F. M. S., Silva, K., Noébrega, R. S. A., Carvalho, F. (2010) Bactérias
diazotroficas associativas: diversidade, ecologia e potencial de aplicacoes.
Comunicata Scientiae, 1(2): 74-99.



105

Nahas, E., Centurion, J. F., Assis, L. C. (1994) Microrganismos solubilizadores de
fosfato e produtores de fosfatases de varios solos. Revista Brasileira de
Ciéncia do Solo, 18: 43-48.

Nahas, E. (1996) Factors determining rock phosphate solubilization by
microorganism isolated from soil. World
Journal of Microbiology and Biotechnology, 12: 18-23. Nahas, E., Banzatto, D.
A., Assis, L. C. (1990) Fluroapetite solubilization by Aspergillus niger in
vinasse medium, Soil Biology and Biochemistry, 22: 1097.

Nain, L., Rana, A., Joshi, M., Jadhav, S. D.,Kumar, D., Shivay, Y. S., Paul, S.,
Prasanna, R. (2010) Evaluation of synergistic effects of bacterial and
cyanobacterial strains as biofertilizers for wheat, Plant and Soil, 331: 217-230.

Nardi, S., Concheri, G., Dellagnola, G. (1996) Biological activity of humus. In.
Piccolo, A. (ed.), Humic Substances in Terrestrial Ecosystems. Elsevier, New
York, p. 361?40.

Nardi, S., Pizzeghello, D., Muscolo, A., Vianello, A. (2002) Physiological effects of
humic substances on higher plants. Soil Biology & Biochemistry, 34: 1527-
1536.

Neumann, G., Massonneau, A., Langlade, N., Dinkelaker, B., Hengeler, C.,
Rombheld, V., Martinoia, E. (2000) Physiological aspects of cluster root and
development in phosphorus-deficient white lupins. Annals of Botany, 85: 909-
9109.

Nopparat, C., Jatupornpipat, M., Rittiboon, A. (2007) Isolation of phosphate
solubilizing fungi in soil from kanchanbari, Thailand. KMITL. Science and
Technology Journal, 137.

Novais, R. F., Smyth, T. J. (1999) Fésforo em solo e planta em condi¢ces
tropicais. Vicosa, MG: UFV, DPS, 399 p.

Novais, R. F., Smyth, T. J., Nunes, F. N. (2007) Fésforo. Vicosa, MG: UFV, DPS,
p. 471-550.

Nwoke, O. C., Diels, J., Abaidoo R., Nziguheba, G., Merckx, R. (2008) Organic
acids in the rhizosphere and root characteristics of soybean (Glycine max)
and cowpea (Vigna unguiculata) in relation to phosphorus uptake in poor

savanna soils. African Journal of Biotechnology, 7: 3620-3627.


http://www.springer.com/chemistry/biotechnology/journal/11274
http://www.springer.com/chemistry/biotechnology/journal/11274

106

Oberson, A., Friesen, D. K., Rao, I. M., Buhler, S., Frossard, E. (2001)
Phosphorus transformations in an oxisol under contrasting land-use systems:
the role of the soil microbial biomass. Plant and Soil, 237: 197-210.

Oberson A., Tagmann H. U., Langmeier M., Dubois D., Mader P., Frossard, E.,
(2010) Fresh and residual phosphorus uptake by ryegrass from soils with
different fertilization histories, Plant and Soil, 334: 391-407.

Ogit, M., Er, F., Neumann, G. (2011) Increased proton extrusion of wheat roots by
inoculation with phosphorus solubilizing microorganism. Plant and Soil, 339:
285-297.

Ohtake, H., Kato, J., Kuroda, A., Taguchi, K., Sakai, Y. (1996) Chemolactic signal
transduction in Pseudomonas aeruginosa in Pseudomonas. Molecular Biology
and Biotechnology (Eds) Nakazawa, T., Furukawa, K., Hass, D., Silver, S.
(Washington DC: American Society for Microbiology), p. 188-194.

Olivares, F. L. (2009) Biologia do Solo- histéria, tendéncias e perspectivas.
Boletim informativo Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo — vol. 34, n. 1
(jan./abr. 2009). — Campinas: SBCS, p. 33 e 34.

Olivares, F. L. , Canellas, L. P., Carriello, R. C., Busato, J. G., Ndaw, S. M.,
Marques Jr., R. B., Baldotto, L. E. B., Zandonadi, D. B., Dobbss, L. B., Aguiar,
N. D., Chagas, J. G, Aguiar, K. P., Giro, V. B., Bento, M. A. O., Gonzaga Jr.,
L, Facanha, A. R. (2010) Technological advances and field application of a
new biofertilezer based on endophytic bacteria and humic acid. In: 12th
International Symposium on Biological Nitrogen Fixation with non-legume &
2nd International INCT Symposium on Biological Nitrogen Fixation, Book of
Abstracts, Buzios, RJ.

Omar, S. A. (1998). The role of rock-phosphate-solubilizing fungi and vesicular—
arbuscular—-mycorrhiza (VAM) in growth of wheat plants fertilized with rock
phosphate. World Journal of Microbiology and Biotechnology, 14: 211-218.

Onweremadu, E. U. (2007) Predicting phosphorus sorption characteristics in
highly ~ weathered soils of  South-Eastern  Nigeria. = Research
Journal of Environmental Sciences, 1: 47-55.

Okon, Y., Labandera-Gonzales, C. A. (1994) Agronomic applications of
Azospirillum: an evaluation of 20 years of word-wide field inoculation. Soll
Biology and Biochemistry, 26: 1591-1601.



107

Osorio, N. W., Habte, M. (2013) Phosphate desorption from the surface of soil
mineral particles by a phosphatesolubilizing fungus. Biology and Fertility of
Soils, 49: 481-486.

Padmavathiamma, P. K., Li, L. Y., Kumari, U. R. (2008) An experimental study of
vermi-biowaste composting for agricultural soil improvement. Bioresource
Technology, 99: 1672-1681.

Panhwar, Q. A., Radziah, O., Zaharah Rahman, A., Sariah, M., Mohd Razi, I.,
Naher, U. A. (2011) Contribution of phosphate solubilizing bacteria in
phosphorus bioavailability and growth enhancement of aerobic rice. Spanish
Journal of Agricultural Research, 9: 810-820.

Parks, E. J., Olson, G .J., Brickman, F. E., Baldi, F. (1990) Characterization of high
performance liquid chromatography (HPLC) of the solubilization of
phosphorus in iron one by a fungus. Indian Journal of Microbiology, 5: 183-
190.

Paul, E. A., Clark, F. E. (1988) Soil Microbiology and Biochemistry. San Diego,
CA: Academic Press.

Peuravuori, J. (2005) NMR spectroscopy study of freshwater humic material in
light of supramolecular assembly. Environmental Science & Technology, 39:
5541-5549.

Piccolo, A. (2001) The supramolecular structure of humic substances. Soll
Science, 166: 810-832.

Piccolo, A. (2002) The supramolecular structure of humic substances: a novel
understanding of humus chemistry and implications in soil science.
Advances in Agronomy, 75, 57-133.

Piccolo A., Spiteller M. (2003) Electrospray ionization mass spectrometry of
terrestrial humic  substances and their size fractions. Analytical &
Bioanalytical Chemistry, 377: 1047-1059

Pineda, M. E. B. (2014) La solubilizacion de fosfatos como estrategia microbiana
para promover el crecimiento vegetal. Corpoica Ciencia y Tecnologia
Agropecuaria, 15(1): 101-113.

Potafos (2005) [www.ppi.ppic.org], Publicagbes POTAFOS, Arquivo do Agrbnomo
no 10 — Nutri-fatos. 24p., acesso em 15/04/05.

Pradhan, N., Sukla, L. B. (2011) Solubilization of inorganic phosphates by fungi
isolated from agriculture soil. African Journal of Biotechnology, 5 (10): 850.



108

Primavesi, A. (2002) Manejo ecoldgico do solo: a agricultura em regides tropicais.
Séo Paulo: Nobel. 543 p.

Puente, M. E., Li, C. Y., Bashan, Y. (2009) Rock-degrading endophytic bacteria in
cacti. Environmental and Experimental Botany, 66: 389—401.

Quaggiotti, S., Rupert, B., Pizzeghello, D., Francioso, O., Tugnoli, V., Nardi, S.
(2004) Effect of low molecular size humic substances on nitrate uptake and
expression of genes involved in nitrate transport in maize (Zea mays L.).
Journal of Experimental Botany, 55: 803-813.

Rajan, S. S. S., Wattkinson, J. H., Sinclair, A. G. (1996) Phosphate rocks for direct
application to soils. Advances in Agronomy, 57: 77.

Raju, R. A., Reddy, M. N. (1999) Effect of rock phosphate amended with
phosphate solubilizing bacteria and farm yard manure in wetland rice (Oryza
sativa). Indian Journal of Agriculture Sciences, 69: 451-3.

Raghu, K., MacRae, I. C. (1966) Occurrence of phosphate-dissolving
microorganisms in therhizosphere of rice plants and in submerged soils.
Journal of Applied Bacteriology, 29: 582-586.

Reddy, M. S., Kumar, S., Babita, K., Reddynd, M. S. (2002) Biosolubilization of
poorly soluble rock phosphates by Aspergillus tubingensis and Aspergillus
niger. Bioresource Technology, 84: 187-189.

Renner, R. (2008) Fertilizer phosphate demands could corrode water safety.
Environmental Science of Technology, 42: 7030.

Reis J. F. B., Reis, V. M. (2009) Inoculante em cana € novidade. Campo &
Negdcios 76: 31-32.

Ribeiro, A. C.; Guimarées, P. T. G.; Alvarez V., V. H. (1999) Recomendacdes para
o uso de corretivos e fertilizantes em Minas Gerais — 5% Aproximacao,
Vicosa: MG, 1999, 359 p.

Richa, G., Khosla, B., Reddy, M. S. (2007) Improvement of maize plant growth by
phosphate solubilizing fungi in rock phosphate amended soils, World Journal
of Agricultural Sciences, 3: 481-484.

Richardson, A. E., Hadobas, P. A., Hayes, J. E., O’'Hara, C. P., Simpson, R, J.
(2001) Utilization of phosphorus by pasture plants supplied with myo-inositol
hexaphosphate is enhanced by the presence of soil micro-organisms, Plant
and Soil, 229: 47-56.


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2672.1968.tb00384.x/abstract
http://www.wsrjournals.org/journal/wjas
http://www.wsrjournals.org/journal/wjas

109

Richardson, A., Barea, J., McNelill, A., Prigent-Combaret, C. (2009) Acquisition of
phosphorus and nitrogen in the rhizosphere and plant growth promotion by
microorganisms. Plant and Soil. 321: 305-339.

Rodda, M. R. C., Canellas, L. P., Facanha, A. R., Zandonadi, D. B., Guerra, J. G.
M., Almeida, D. L. De, Santos, G.A. (2006a) Estimulo no crescimento e na
hidrolise de ATP em raizes de alface tratadas com humatos de
vermicomposto. | - Efeito da concentracdo. Revista Brasileira de Ciéncia do
Solo, 30: 649-656.

Rodda, M. R. C., Canellas, L. P., Facanha, A. R., Zandonadi, D. B., Guerra, J. G.
M., Almeida, D. L. De, Santos, G. A. (2006b) Estimulo no crescimento e na
hidrélise de ATP em raizes de alface tratadas com humatos de
vermicomposto. Il - efeito da fonte de vermicomposto. Revista Brasileira de
Ciéncia do Solo, 30: 657-664.

Rodriguez, H., Fraga, R. (1999) Phosphate solubilizing bacteria and their role in
plant growth promotion. Biotechnology Advances, 17: 319-339.

Rojas-Tapias, D., Moreno-Galvan, A., Pardo-Diaz, S., Obando, M., Rivera D,
Bonilla, R. (2012) Effect of inoculation with plant growth-promoting bacteria
(PGPB) on amelioration of saline stress in maize (Zea mays). Applied Soil
Ecology, 61: 264-272.

Roy, R. N., Finck, A., Blair, G. J., Tandon, H. L. S. (2006) Plant nutrition for food
security a guide for integrated nutrient management. FAO Fertilizer and plant
nutrition bulletin. Food and Agriculture Organization of the United Nation,
Rome.

Rudolfs, W. (1922) Influence of sulfur oxidation upon growth of soy beans and its
effect on bacterial flora of soil. Soil Science, 14: 247-262.

Ruttenberg, K. C. (2003) The global phosphorus cycle. Treatise on Geochemistry,
8: 585-643.

Sahin, F., Cakmakci, R., Kantar, F. (2004). Sugar beet and barely yields in relation
to inoculation with N, fixing and phosphate solubilizing bacteria. Plant and
Soil, 265: 123-129.

Saiz-Jimenez, C., Hermosin, B., Trubetskaya, O. E., Reznikova, O. I,
Afanas'Eva, G. V., Trubetskoj, O. A. (2006) Thermochemolysis of genetically

different soil humic acids and their fractions obtained by tandem size


http://www.sciencedirect.com/science/referenceworks/9780080437514

110

exclusion chromatography-polyacrylamide gel electrophoresis. Geodenna,
131: 22-32.

Salcedo, I. H., Medeiros, C. (1995) Phosphorus transfer from tropical terrestrial to
aguatic systems — mangroves. In Tiessen, H. (ed.), Phosphorus in the Global
Environment. Transfers, Cycles and Management. Scope 54 (462 p.). ICSU,
UNEP. John Wiley & Sons, 347-362.

Sato, S., Comerford, N. (2006) Organic anions and phosphorus desorption and
bioavailability in a humid Brazilian Ultisol. Soil Science, 171: 695-705.

Schachtmam, D. P., Robert, R. J., Ayling, S. M. (1998) Phosphorus Uptake by
Plants: From Soil to Cell. Plant Physiology, 116: 447-453.

Shigaki F., Sharpley, A. N., Prochnow, L. I. (2006). Animal-based agriculture,
phosphorus and management and water quality in Brazil: options for the
future. Scientia Agricola, 63: 194-209.

Silva Filho, G. N. (1998) Solubilizagdo de fosfatos pela microbiota do solo. Porto
Alegre, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 1998. (Tese de

Doutorado)

Simpson, A. J. (2002) Determining the molecular weight, aggregation, structures
and interactions of natural organic matter wusing diffusion ordered

spectroscopy. Magnetic Resonance in Chemistry, 40: 572-582.

Smith, F. W., Mudge, S. R., Rae, A. L., Glassop, D. (2003) Phosphate transport in
plants. Plant and Soil, 248: 71-83.

Son, H. J.,, Park, G. T., Cha, M. S., Heo, M. S. (2006) Solubilization of insoluble
inorganic phosphates by a novel salt and pH-tolerant Pantoea agglomerans
R-42 isolated from soybean rhizosphere. Bioresource Technology, 97: 204-
210.

Souchie, E. L., Azcén, R., Barea, J. M., Saggin Junior, O. J., Silva, E. M. R. (2005)
Solubilizacdo de fosfatos em meios sélido e liquido por bactérias e fungos do
solo. Pesquisa Agropecuéaria Brasileira, 40: 1149-1152.

Souchie, E. L., Abboud, A. C. S. (2007) Solubilizacdo de fosfato por
microrganismos rizosféricos de genodtipos de Guandu cultivados em

diferentes classes de solo. Semina: Ciéncias Agrarias, 28: 11-18.

Sposito, G. (2008) The chemistry of soils. New York: University Oxford Press.
2nd.ed., 329 p.



111

Srisvastava, P. K., Singh, P. C., Gupta, M., Sinha, A., Vaish, A., Shukla, A., Singh,
N., Tewari, S. K. (2011) Influence of earthworm culture on fertilization
potencial and biological activies of vermicomposts prepared from different
plant wastes. Journal of Plant Nutrition and Soil Science, 174: 420.

Strobel, B. W. (2001) Influence of vegetation on low-molecular-weight carboxylic
acids in soil solution: A review. Geoderma, 99: 169-198.

Subbarao, N. S. (1988) Phosphate solubilizing microorganism. In: Biofertilizers in
agriculture and forestry. Regional Biofert. Dev. Centre, Hissar, India: p. 133-
142.

Sulbaran, M., Perez, E., Ball, M. M., Bahas, A., Yarzabal, L. A. (2008)
Characterization of the mineral phosphate by solubilizing activity of Pantoea
aglomerans MMBO051 isolated from an iron-rich soil in Southeastern
Venezuela (Bolivar State). Current Microbiology, 58: 378-383.

Suslow, T. V., Schroth, M. N., (1982) Rhizo-bacteria of sugarbeet: Effects of seed
applica-tion and root colonization on yield. Phytopa-thology, 72: 199-206.
Sutton, R., Sposito, G. (2005) Molecular structure in soil humic substances: the

new view. Environmental Science & Technology, 39, 9009-9015.

Taiz, L., Zeiger, E. (2013) Fisiologia vegetal. 5. ed. Porto Alegre: Artmed, 918 p.

Theodorou, M. E., Panxton, W. C. (1993) Metabolic adaptation of plant respiration
to nutritional phosphate deprivation. Plant Physiology, 101: 339-334.

Tisdale, S. L., Nelson, W. L., Beaton, J. D. (1985) Soil fertility and fertilizers. 4 ed.
New York: Macmillan Publishing Company, 754 p.

Toro, M. (2007) Phosphate solubilizing microorganisms in the rhizosphere of
native plants from tropical savannas: An adaptive strategy to acid soils? In:
Velaquez, C., Rodriguez-Barrueco, E. (eds.) Developments in Plant and Soil
Sciences. Springer, The Netherlands. p. 249-252.

USGS (2012) United Stated Geological Survey Minerals Yearbook. 8 p.

Vanlauwea, B., Nwoke, O., Diels, J.; Sanginga, N., Carsky, R., Deckers, J.,
Merckx, R. (2000) Utilization of rock phosphate by crops on a representative
toposequence in the Northern Guinea savanna zone of Nigeria: response by
Mucuna pruriens, Lablab purpureus and maize. Soil Biology and
Biochemistry, 32: 2063-2077.

Van Straaten, P. (2002) Rocks for crops: agro minerals of sub-Saharan Africa.
Nairobi: ICRAF, p. 338.


http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1002/%28ISSN%291522-2624

112

Vaughan, D., Malcolm, R. E. (1985) Influence of humic substances on growth and
physiological processes. In: Vaughan, D., Malcolm, R.E. (Eds.), Soil Organic
Matter and Biological Activity. Martinus-Nijhoff, Boston, MA, USA, p. 37-75.

Vazquez P. M. (1996) Bacterias solubilizadoras de fosfatos inorganicos asociadas
a la rhizosfera de los mangles: Avicennia germinans (L.) L y Laguncularia
racemosa (L.) Gerth. Tesis para el titulo de Biologo Marino. Univ. Autbnoma
de Baja California Sur. La Paz, B.C.S.

Vazquez, P., Holguin, G., Puente, M. E., Lopez Cortes, A., Bashan, Y. (2000)
Phosphate solubilizing microorganism associated with the rhizosphere of
mangroves in a semiarid coastal lagoon. Biology and Fertility of Soils, 30:
460-468.

Vassilev, N., Vassileva, M. (2003) Biotechnological solubilization of rock
phosphate on media containing agro-industrial wastes. Applied
Microbiology and Biotechnology, 61: 435-440.

Verma, S. C., Ladha, J. K., Tripathi, A. K. (2001) Evaluation of plant growth
promoting and colonization ability of endophytic diazotrophs from deep water
rice. Journal of Biotechnology, 91: 127-141.

Vessey, J. K. (2003) Plant growth promoting rhizobacteria as biofertilizers. Plant
and Soil, 255: 571-586.

Vistoso, E., Theng, B. K. G., Bolan, N. S., Parfitt, R. L., Mora, M. L. (2012)
Competitive sorption of molybdate and phosphate in Andisols. Journal of Soil
Science and Plant Nutrition, 12: 59-72.

Wakelin, S. A., Gupta, V. V., Harvey, P. R., Ryder, M. H. (2007). The effect of
Penicillium fungi on plant growth and phosphorus mobilization in neutral to
alkaline soils from southern Australia. Canadian Journal of Microbiology, 53:
106-115.

Walpola, B. C., Yoon, M. H. (2012) Prospectus of phosphate solubilizing
microorganisms and phosphorus availability in agricultural soils: A review.
African Journal of Microbiology Research, 6(37): 6600-6605.

Wani, P. A., Khan, M. S., Zaidi, A. (2007) Co-inoculation of nitrogen fixing and
phosphate solubilizing bacteria to promote growth, yield and nutrient uptake in
chickpea. Agronomica Academiae Scientiarum Hungaricae, 55: 315-323.


http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=J%20Soil%20Sci%20Plant%20Nutr%20&source=web&cd=2&ved=0CDoQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.jsspn.cl%2F&ei=LKH_UdbnNpLG9gTHyIGIDQ&usg=AFQjCNFry3IoZ0AeMvVZ3inQpMOMfTtvLw&bvm=bv.50165853,d.dmg
http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=J%20Soil%20Sci%20Plant%20Nutr%20&source=web&cd=2&ved=0CDoQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.jsspn.cl%2F&ei=LKH_UdbnNpLG9gTHyIGIDQ&usg=AFQjCNFry3IoZ0AeMvVZ3inQpMOMfTtvLw&bvm=bv.50165853,d.dmg

113

Whitelaw, M. A., Harden, T. J., Helyar, K. R. (1999) Phosphate solubilisation in
solution culture by the soil fungus Penicillium radicum. Soil Biology and
Biochemistry, 31: 655-665.

Whitelaw, M. A. (2000) Growth promotion of plants inoculated with phosphate-
solubilizing fungi. Advances in Agronomy, 69: 99-151.

Wikipédia (2012) Wikipédia, a enciclopédia digital. Populacdo mundial:
http://pt.wikipedia.org/wiki/Popula%C3%A7%C3%A30_mundial em
25/06/2012.

Wu, S. C,, Cao, Z. H,, Li, Z. G., Cheung, K. C., Wong, M. H. (2005) Effects of
biofertilizer containing N-fixer, P and K solubilizers and AM fungi on maize
growth: a greenhouse trial. Geoderma, 125 (1/2): 155-166.

Xiao, C., Chi, R., Li, X., Xia, M., Xia, Z. (2011) Biosolubilization of rock phosphate
by three stress-tolerant fungal strains. Applied Biochemistry and
Biotechnology, 165: 719.

Xie, J., Knight, J. D., Leggett, M. E. (2009) Comparison of media used to evaluate
Rhizobium leguminosarum bivar viciae for phosphatesolubilizing ability.
Canadian of Journal of Microbiology, 55: 910-915.

Xin, C., Jian-Jun, T., Zhi-Guo, F., Shui-Jin, H. (2002) Phosphate-solubilizing
microbes in rhizosphere soils of 19 weeds in Southeastern China. Journal of
Zhejiang University Science, 3: 355-361.

Xu, D. B, Madrid, C. P., Rohr, M., Kubicek, C. P. (1989) The influence of type and
concentration of the carbon source on production of citric acid by Aspergillus
niger. Applied Microbiology and Biotechnology, 30: 553-558.

Yahya, A., Azawi, S. K. A. (1998) Occurrence of phosphate solubilizing bacteria in
some Iranian soils. Plant and Soil, 117: 135-141.

Yuan, Q. P., Wang, J. D., Zhang, H., Qian, Z. M. (2005) Effect of temperature shift
on production of xylanase by Aspergillus niger. Process Biochemistry, 40:
3255-3257.

Zaidi, A., Khan, M. S., Ahemad, M., Oves, M., Wani, P. A. (2009) Recent
advances in plant growth promotion by phosphate-solubilizing microbes. In:
Mohammad Saghir Khan; Almas Zaidi and Javed Musarrat (Editors). Microbial

strategies for crop improvement. Springer-Verlag, Berlin. p. 23-50.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Popula%C3%A7%C3%A3o_mundial

114

Zandonadi, D. B., Canellas, L. P., Facanha, A. R. (2007) Indolacetic and humic
acids induce lateral root development through a concerted plasmalemma and
tonoplast H* pumps activation. Planta, 225: 1583 — 1595.

Zarabi, M., Alahdadi, I., Akbari, G. A., Akbari, G. A. (2011) A study on the effects
of different biofertilizer combinations on vyield, its components and growth
indices of corn (Zea mays L.) under drought stress condition. African
Journal of Agricultural Research, 6: 681—-685.

Zou, K., Binkley, D., Doxtader, K. G. (1992) New methods for estimating gross P

mineralization and mobilization rates in soils. Plant and Soil, 147: 243-250.



115

APENDICES

Quadro 14. Analise quimica do Argissolo Amarelo

C pH P K cCa** Mg®™ APF* H+tAl SB T t m V

g kg™t e L —— cmole dm™ ———-eeeeee—-
39 64 4 220 11 06 00 10 24 34 24 0% 70%

Conforme as recomendacdes da Embrapa (2009): C = dicromatometria em meio acido; P e K™ =
extrator Carolina do Norte; Ca®*, Mg** e AI** = extrator KCI 1mol L™ (Andlises feitas no Laboratério
de Analise de Solos e Fertilizantes da UFRRJ, Campus Leonel Miranda. Campos dos Goytacazes,
RJ). Onde: C= teor de carbono orgéanico; pH= potencial hidrogeniénico em agua; P e K= fésforo e
potassio disponivel; Ca**, Mg**= calcio e magnésio trocavel; H+Al= acidez potencial; SB= soma de
bases (K, Ca®*, Mg*"); T= capacidade de troca de cations= SB+(H+Al) ; t= capacidade efetiva de
troca de cations= SB+AI*"; m= saturacéo de Al V= saturacéo por bases.

Quadro 15. Analise granulométrica do Argissolo Amarelo
Areia Silte Argila
--m- %
30,8 9,7 595

Andlises feitas no Laboratério de Andalise de Solos e Fertilizantes da UFRRJ, Campus Leonel
Miranda. Campos dos Goytacazes, RJ.

Quadro 16. Analise quimica do vermicomposto de esterco bovino

C pH P K Ca** Mg®™ APF* H+tAl SB T t m V

g kg™ T L D — cmole dm™ ----eeeeeeeeev
1180 7,0 2244 8601 153 196 0,0 3,2 610 64,2 61,0 0% 95%

Conforme as recomendacdes da Embrapa (2009): C = dicromatometria em meio acido; P e K™ =
extrator Carolina do Norte; Ca”*, Mg®* e AI** = extrator KCI 1mol L™ (Andlises feitas no Laboratério
de Analise de Solos e Fertilizantes da UFRRJ, Campus Leonel Miranda. Campos dos Goytacazes,
RJ). Onde: C= teor de carbono orgénico; pH= potencial hidrogenidnico em agua; P e K= fésforo e
potassio disponivel; Ca®*, Mg*'= calcio e magnésio trocavel; H+Al= acidez potencial; SB= soma de
bases (K*, Ca®*, Mg®"); T= capacidade de troca de cations= SB+(H+Al) ; t= capacidade efetiva de
troca de cations= SB+AI*"; m= saturacao de Al V= saturacdo por bases.
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Figura 32: Microscopia estereoscoépica da rocha fosfatada de Araxa em 100 mesh (A) e 325 mesh
(B). Microscopia Optica de contraste diferencial e interferencial dos actinomicetos (C, 630x),
bactérias (D, 630x) e fungos (E, 400x) utilizados nos ensaios in vitro e agregados bacterianos
aderidos a fragmentos de rocha e em processo inicial (F,1000x) e avangado de dissolugdo (G,
1000x). Associacdo entre o fungo e a bactéria no processo de dissolucdo de P em fragmentos de
rocha fosfatada de Araxa (H, 500x).



