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Comece devagar, porque a direcdo € mais
importante que a velocidade.

Clarice Lispector
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RESUMO

O fésforo (P) é essencial as plantas, porém em geral os solos brasileiros apresentam baixo teor de
fosforo soltvel (0,03 mg kg™ P), tornando necesséria a aplicacdo de altas dosagens de adubos
fosfatados. Diversos micro-organismos do solo, incluindo bactérias e fungos, tém a capacidade de
solubilizar diferentes formas de fosfatos, aumentando a disponibilidade desse elemento as plantas.
Entre os fungos, os micorrizicos arbusculares (FMA) sdo conhecidos por contribuir para o
crescimento das plantas, aumentando a aquisi¢do de P e de outros nutrientes devido & expansao da
area de absorcdo das raizes. Neste estudo foram selecionados isolados de fungos solubilizadores de
fosfato (FSP) eficientes em disponibilizar P as videiras (Vitis vinifera L. cv. Cabernet sauvignon),
na presenca ou nao de FMA, em solos com ou sem adigdo de fosfato de rocha. A partir de solo
rizosférico de videiras foram isolados 220 espécimes de fungos solubilizadores de P, sendo 216
Aspergillus e quatro Penicillium. Destes, dez foram selecionados a partir do indice de solubilizacéo
(IS) e testados para avaliacdo da capacidade de solubilizar, in vitro, fontes de fosfato [termofosfato
(TEF), superfosfato simples (SFS), fosfato de rocha arad (FRA) e fosfato monoaménico (MAP)].
Foi observado que 10 a 90 % dos espécimes eram potencialmente capazes de solubilizar essas
fontes de P e diminuir o pH do meio de cultura liquido. Trés espécimes (FSP 39, 145 e 220) foram
testados para determinar a dosagem de indculo adequada para atingir a maxima solubilizacdo de
MAP, SFS, TEF e FRA. Estes fungos mostraram méaxima solubilizacdo e maiores percentuais de
eficiéncia de solubilizacdo na dosagem de esporos 10’ mL™. Em casa de vegetacdo, 90 dias apés a
inoculacdo de videiras com glomerosporos, o tratamento com FMA promoveu incremento
significativo na biomassa seca aérea (0,60 g planta™), porém a adicéo de fosfato de rocha anulou
este beneficio. A aplicacdo de FSP de forma isolada (0,40 g planta™) ou em combinagdo com FMA
(0,42 g planta®) resultou em aumento na producdo de biomassa seca aérea, diferindo
significativamente do controle (0,21 g planta™) em solo sem adicdo de fosfato. Para o teor de
nutrientes (N, K e P), as plantas inoculadas diferiram estatisticamente das nao inoculadas. Conclui-
se que a solubilizacdo in vitro de MAP, SFS, TEF e FRA pelos fungos pode constituir alternativa
para aproveitamento eficiente dessas fontes de P. Os FMA, isolados ou em combinacdo com FSP,
podem promover maior crescimento das plantas, aumentando o uso eficiente de nutrientes
disponiveis no solo e possibilitando reducdo nas doses de adubacéao fosfatada.

Palavras-chave: fungos filamentosos; fosfato de rocha arad; termofosfato; superfosfato simples;

fosfato monoamonico



ABSTRACT

Phosphorus (P) is essential to plants, but in general, Brazilian soils have low phosphorus levels
(0.03 mg kg™ P), requiring the application of high doses of phosphate fertilizers. Various micro-
organisms in the soil, including fungi and bacteria have the ability to solubilize various forms of
phosphate, increasing the availability of this element to the plants. Among fungi, the arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF) are known to contribute to the growth of plants by increasing the
acquisition of P and other nutrients due to the expansion of absorption of the roots. In this study,
isolates of phosphate-solubilizing fungi (PSF) effective in providing P to the vines (Vitis vinifera L.
cv. Cabernet sauvignon) were selected, in the presence or absence of AMF, on soils with or without
addition of rock phosphate. From the rhizospheric soil of vines, 220 specimens of P-solubilizing
fungi were isolated, being 216 Aspergillus and four Penicillium. Of these, ten were selected from
the solubilization index (SI), and tested to evaluate the ability to solubilize, in vitro, phosphate
sources [thermophosphate (THP), single superphosphate (SSP), arad rock phosphate (ARP) and
monoammonium phosphate (MAP)]. It was observed that 10-90 % of the specimens were
potentially able to solubilize these sources of P and to reduce the pH of the liquid culture medium.
Three specimens (PSF 39, 145 and 220) were tested to determine the adequate inoculum dosage to
achieve maximum solubilization of the MAP, SSP, THP and ARP. These fungi showed maximal
solubilization and greater percentages of solubilization efficiency of the 10’ mL™ spores dose. In the
greenhouse, 90 days after inoculation of vines with glomerospores, treatment with AMF promoted
significant increase in shoot dry biomass (0.60 g plant™), however the addition of rock phosphate
annulled this benefit. The application of PSF in isolation (0.40 g plant™) or in combination with
AMF (0.42 g plant™) resulted in increased production of shoot dry biomass, differing significantly
from control (0.21 g plant™) in soil without addition of phosphate. For the nutrient content (N, P and
K), the inoculated plants differed significantly from the uninoculated. It is concluded that
solubilization in vitro of MAP, SSP, THP and ARP for fungi may constitute an alternative for
efficient utilization of these sources of P. The AMF, alone or in combination with PSF, can promote
greater plant growth, increasing the efficient use of available nutrients in the soil and allowing
reduced doses of P fertilization.

Keywords: filamentous fungi; arad rock phosphate; thermophosphate; single superphosphate;

monoammonium phosphate
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1. INTRODUCAO

Entre os elementos essenciais, o fosforo (P), seguido do nitrogénio (N), ocupa posicéo
de destaque para os seres vivos, tendo em vista sua atuacdo estrutural, funcional e na
transferéncia de energia (Nahas, 1991). A maioria dos solos brasileiros apresenta baixos
teores de P total, e a maior parte se encontra sob formas pouco sollveis, indisponiveis para
o0s vegetais (Narloch et al., 2002).

Os micro-organismos solubilizadores de fosfatos (MSP), tais como bactérias, fungos e
actinomicetes, desempenham importante papel no suprimento de P para as plantas, sendo
que Varios grupos apresentam capacidade de solubilizar fosfatos de rocha existentes ou
adicionados ao solo (Mendes & Reis Junior, 2003). Estes micro-organismos podem atuar
também sobre os fosfatos de baixa solubilidade, formados ap6s a aplicacdo de fosfatos
soluveis ao solo, otimizando a eficiéncia da utilizacdo do P (Narloch et al., 2002). A acdo
solubilizadora tem sido associada principalmente a producdo de acidos organicos
(Carvalho et al., 2005) e fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium estdo entre 0os mais
atuantes nesse processo (Souchie et al., 2005; Souchie & Abboud, 2007; Vassilev et al.,
2007; Bojinova et al., 2008).

Outro grupo de fungos que pode contribuir para 0 aumento na absorc¢do de P do solo
compreende representantes do Filo Glomeromycota. Estes, conhecidos como fungos
micorrizicos arbusculares (FMA), formam associa¢cdes simbiotroficas com as raizes da
maioria das plantas vasculares contribuindo para o aumento da nutri¢cdo e do crescimento
das espécies vegetais. Um dos mecanismos para 0 aumento na aquisicdo de P é a expansdo
da superficie alcancada pelas hifas, que se estendem além do sistema radicular da planta
hospedeira, demonstrando grande potencial para aplica¢do na agricultura, visando aumento
na produtividade (Colozzi Filho & Cardoso, 2000).

A inoculagdo com MSP associados ou ndo a outros micro-organismos benéficos do
solo pode aumentar a taxa de crescimento das plantas (Andreazza et al., 2004). Este fato
tem despertado a atengdo para a utilizacdo desses micro-organismos como inoculante
comercial ou no manejo de suas popula¢ées como forma de promover melhor utilizagéo do
P existente no solo ou daquele adicionado como fertilizante. O uso dos MSP depende do
conhecimento de suas caracteristicas, entre as quais a capacidade de solubilizacdo é uma
das mais importantes no processo de selecdo e pode variar com o isolado ou espécie de
micro-organismo e as condi¢des do ambiente, como solo e temperatura (Silva Filho &
Vidor, 2001).
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Uma das areas que demandam mais nutrientes € a fruticultura, que por seu carater
intensivo consome com fertilizante quase 10 % dos custos totais de producdo, sendo 6 %
destinado a adubacdo fosfatada (Albuquergue et al., 2009), o que justifica o0 estudo de
praticas alternativas que possibilitem diminuir os custos, sem prejuizo da produtividade e
da qualidade dos produtos e do meio ambiente.

Dentre as fruteiras cultivadas no estado de Pernambuco a videira (Vitis vinifera L.) é
uma das mais importantes em virtude da geracdo de emprego e renda, contribuindo com 99
% (80 mil toneladas) das exportacdes de uva no pais (Silva et al., 2009). Além da producao
de uva de mesa, as areas com uva para vinhos e sucos tém sido expandidas, o que leva a
busca por alternativas para uso eficiente dos fertilizantes fosfatados para videiras varietais.

Inoculantes contendo MSP e FMA podem representar uma Opcao para aumentar a
eficiéncia da adubacdo com fosfatos sollveis e diminuir os custos de producdo e o
desenvolvimento de programas de inoculagdo com MSP tem mostrado resultados
favoraveis (Oliveira et al., 2008; Silva Filho et al., 2002; Souchie & Abboud, 2007).
Pesquisas sobre a eficiéncia desses micro-organismos na solubilizacéo de diferentes fontes
de P e no desenvolvimento de videiras constituem potenciais a serem explorados,
principalmente nas condigdes semiéaridas.

Neste trabalho é apresentada fundamentagdo tedrica sobre o assunto abordado
(Capitulo 2), resultados de experimentos sobre a solubilizacdo de fosfatos por espécimes
de Aspergillus e Penicillium (Capitulos 3 e 4) e os efeitos de fungos solubilizadores de
fosfato, na presenca ou ndo de FMA, na promogéo do crescimento de videiras (Vitis vinifer

L. cv. Cabernet sauvignon), em solos com ou sem adicao de fosfato de rocha (Capitulo 5).
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2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

1. Regides Vitivinicolas Brasileiras e a Vitivinicultura no Semiarido Brasileiro

A partir da introducdo do cultivo da videira (Vitis vinifera L.) no Brasil, ocorrida em
1532, diferentes Estados em muitas regiGes chegaram a experimentar e a desenvolver o
cultivo e a elaborar vinhos. Contudo, a vitivinicultura ganhou impulso e tornou-se
atividade de importancia socioeconémica a partir do final do seculo XIX, com a chegada
dos imigrantes italianos, sobretudo no estado do Rio Grande do Sul (Tonietto & Falcade,
2003).

Atualmente, a vitivinicultura brasileira €& desenvolvida como atividade
economicamente importante nas Regides Sul, Sudeste e Nordeste, nas quais seis estados se
destacam na producdo agroindustrial: Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Sdo Paulo, Minas
Gerais, Bahia e Pernambuco, totalizando 12 regides vitivinicolas (Serra Galcha,
Campanha, Serra do Sudeste, Jaguari, Sdo José do Ouro, Rolante, Alto Vale do Rio do
Peixe, Urussanga, Sdo Roque, Capao Bonito/Sdo Miguel Arcanjo, Caldas/Andradas e
Submédio do Vale do Séo Francisco) (IBRAVIN, 2010). Essas regides estdo localizadas
em areas de baixas e médias latitudes, com condicGes bastante diversificadas de altitude,
relevo, solo e clima.

Na Regido Sul, a videira é cultivada no Planalto das Araucarias (regides da Serra
Gaucha, do Alto Vale do Rio do Peixe, de Rolante e de Sdo José do Ouro), na Serra Geral
(regido de Urussanga), no Planalto da Campanha Galcha (regido da Campanha), na
Depressdo Central do Rio Grande do Sul (regido de Jaguari) e no Planalto Uruguaio-Sul-
Rio-Grandense (regido da Serra do Sudeste). Uma nova zona de producdo junto aos
Campos de Cima da Serra esta sendo estabelecida na Regido de Sdo Joaquim, no estado de
Santa Catarina (IBRAVIN, 2010).

Na Regido Sudeste, a videira é cultivada no Planalto Sul de Minas Gerais (regido de
Caldas/Andradas) e no Planalto do Sudeste (regido de S&o Roque e de Cap&o Bonito/Sao
Miguel Arcanjo), enquanto na regido Nordeste, a videira é cultivada no Planalto
Nordestino (regido do Submédio do Vale do Séo Francisco) (IBRAVIN, 2010).

As regides apresentam importancia relativa distinta, seja em area cultivada, seja em
volume de producdo, bem como quanto aos tipos de produtos elaborados, sendo o estado
do Rio Grande do Sul o maior produtor nacional. Nesta regido, o cultivo de uva atende a
producdo de vinhos finos, de vinhos de consumo corrente (vinhos comuns), ou de outros

derivados da uva e do vinho (Gonzalez, 2005).



Coutinho, Flavia — Fungos solubilizadores de P na rizosfera de videira 16

A Vvitivinicultura vem passando por mudancas significativas em varias partes do
mundo, merecendo destaque a emergéncia de novas regides produtoras, que apresentam
safras cada vez maiores, com rendimento acima da média mundial e producéo de uvas de
mesa e de vinhos finos de alta qualidade. No Brasil, o excelente desempenho dos vinhedos
no semiérido nordestino, a partir de 1980, firmou o Submédio do Vale do S&o Francisco
(VSF) como uma nova fronteira para a expansao da vitivinicultura no mundo, numa
condicdo muito particular, a de producéo de uvas e vinhos finos sob condicdes irrigadas no
tropico semiarido (Mello, 2003).

A partir da segunda metade da década de 1980 a atividade fruticola da regido do VSF
expandiu-se rapidamente, favorecida pelas vantagens comparativas dadas as
potencialidades de recursos naturais desta regido, em especial das condicGes de clima
semiarido tropical, com temperaturas elevadas, alta insolacdo e grande disponibilidade de
agua de excelente qualidade para irrigacdo (Tonietto & Falcade, 2003). Entre outros fatores
que também concorreram para a formacdo deste pdlo fruticola, destacam-se os incentivos
fiscais e financeiros e o apoio institucional oferecidos pelo Estado, assim como a a¢édo do
setor publico com estudos e pesquisas destinados a dotar esta regido de uma base cientifica
e tecnoldgica sélida, que viria apoiar os empreendimentos atuais (Soares & Carvalho
Junior, 2009).

Além disto, a aplicacdo de tecnologias modernas de agricultura irrigada tem
proporcionado produtividades elevadas e frutas de boa qualidade, firmando esta regido
como importante p6lo (ou dipélo Petrolina/Juazeiro) de producdo de frutas no cenario
nacional, voltado tanto para o mercado interno quanto para o externo (Carneiro & Coelho,
2007). Neste sentido, foi fundamental para consolidacdo do pdlo de fruticultura nessa
regido, o apoio técnico e cientifico fornecidos pelos centros de pesquisa da Embrapa e das
entidades estaduais de pesquisa como o Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA) e a
Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola (EBDA), dos 6rgdos de fomento e de
desenvolvimento regional (Codevasf e Sudene), de instituicdes de apoio, fomento e
capacitacdo — Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Sertdo Pernambucano
(IF Sertdo-PE campus Petrolina) e Universidades — Universidade do Estado da Bahia
(Uneb) e Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), entre outras (Silva et al.,
2009).

A vitivinicultura na regido semiarida vem se destacando no cenario nacional, face aos
altos rendimentos alcancados, proporcionados pela alta produtividade e qualidade da uva e

de vinhos, resultando na rapida expanséo da area cultivada e do volume de producéo, tanto
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de uva para consumo in natura quanto de vinhos (Freund, 2007). Diante disto, a
vitivinicultura passou a se destacar como alternativa econdmica para a agricultura irrigada
do polo Petrolina/Juazeiro, mesmo nos cenarios mais adversos da economia brasileira,
como o de estagnacdo e inflacdo dos anos 80 e inicio dos anos 90, dos impactos das
varia¢fes cambiais ocorridas nos periodos entre 1994 e 1998 e entre 2003 e 2007, os quais
nédo foram capazes de interromper essa tendéncia de crescimento (IBRAVIN, 2010).

Convem ressaltar a peculiaridade da vitivinicultura da regido semiarida nordestina, em
virtude da adaptacdo e do comportamento fisiologico diferenciado de diversas cultivares as
condigdes edafocliméticas. Os processos fisioldgicos sdo acelerados, podendo a primeira
safra ser obtida em cerca de um ano apo6s o transplantio das mudas (Tonietto, 2009).
Considerando-se que o ciclo produtivo da videira pode oscilar entre 90 e 130 dias,
dependendo da cultivar pode-se obter até duas safras e meia por ano, mediante a adequagéo
das técnicas de producdo. Desta forma, a partir do manejo e programacdo das safras é
possivel produzir uvas durante todo o ano, bem como alcancar produtividades maiores que
30 t ha® ano™, tanto para uvas destinadas para o consumo in natura quanto para a producio
de vinhos finos e sucos concentrados, superando as obtidas nas demais regides produtoras
brasileiras (BRDE, 2005; Carneiro & Coelho, 2007).

Por outro lado, a readequacdo das técnicas de producdo também permite programar a
colheita, que no caso das uvas para 0 consumo in natura é realizada nos periodos de
entressafra do mercado internacional, quando os precos apresentam-se mais elevados. O
escalonamento da producdo de uvas, especialmente para vinhos finos, possibilita a
construcdo de plantas industriais de menor porte, sem prejuizos para a producdo anual. S&o
peculiaridades que tornam a vitivinicultura uma atividade com menor grau de incerteza e
de elevada rentabilidade econémica para os vitivinicultores do VSF (Pereira et al., 2009).

No periodo de 1991 a 1997, enquanto a area cultivada e a producédo de uva no Brasil
cresceram em ritmo muito lento ou permaneceram praticamente estagnadas e com
tendéncia de declinio em algumas regifes, no semiarido nordestino o crescimento foi
significativo, motivado pela expansdo agroindustrial. Nesse periodo, a area cultivada com
videira passou de 1.935 ha para 4.368 ha, registrando crescimento da ordem de 14,5 % ao
ano, enquanto a producéo cresceu a ritmo superior a 20,6 % ao ano, no mesmo periodo,
passando de 37,2 mil para 114,2 mil toneladas. Esse crescimento tambéem foi acompanhado
pela elevacdo da produtividade média da uva desta regido, que, no periodo de 1991 a 1997,

passou de 19,2 t ha™ ano™ para 26,1 t ha™* ano™. Este bindmio melhorou substancialmente a
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posicdo competitiva desta regido como produtora de uvas no cenario nacional (BRDE,
2005; Silva & Correia, 2004; Silva et al., 2009).

Atualmente, a area irrigada na regido do VSF € de aproximadamente 120 mil hectares.
Destes, aproximadamente 12,2 mil hectares sdo cultivadas com videiras, dos quais 9,9 mil
hectares estdo em producdo, superadas apenas pelas culturas da manga, com 23,3 mil
hectares, e da cana-de-agucar, com 17 mil hectares (Silva et al., 2009)

Em 2006, esta regido respondia a mais de 10 % da area cultivada e a mais de 30 % da
producdo de uva para consumo in natura no Brasil (Soares & Carvalho Junior, 2010). Em
2007, cerca de 80 mil toneladas de uvas para consumo in natura foram exportadas na
regido, o que equivale a 99 % do total de uvas exportadas pelo Brasil (Silva et al., 2009).
Em relacdo a uva para vinhos, a area cultivada no VSF, no ano de 2006, era da ordem de
1.000 ha, dos quais 70 % encontrava-se em producdo e 30 % em fase de implantacdo.
Nesse mesmo ano, a regido respondia por mais de sete milhdes de litros de vinhos finos e
espumantes, que correspondiam a cerca de 15 % da producéo nacional (Tonietto, 2009).

Esta atividade, iniciada na regido a partir de 1980 conheceu expressivo crescimento no
final da década seguinte, com a instalacdo de varias empresas vinicolas. Atualmente, as
sete vinicolas em operagdo produzem cerca de 20 tipos de vinhos (Mello, 2003). Com boa
adaptacdo das principais cultivares de uva utilizadas na elaboragédo dos melhores vinhos
das principais regides viniferas do mundo, o VSF vem especializando-se em vinhos finos,
entre os quais: Cabernet Sauvignon, Syrah, Chenin Blanc, Moscato Canelli, além dos
espumantes moscatéis. Outros produtos derivados de uva, COmo sSuco e passas comegam a
despontar na regido, mas a producdo ainda é incipiente (Camargo, 2009).

A cultura da videira reveste-se de especial importancia econdmica e social para a
regido do VSF, uma vez que envolve grande volume anual de negocios e se destaca entre
as culturas irrigadas com a maior geracdo de empregos diretos e indiretos (Silva & Correia,
2004). O valor da producdo de uva no Nordeste, em 2005, foi de 505,79 milhdes de reais,
dos quais 97,5 % do volume de negdcios foram movimentados pela vitivinicultura do pdlo
Petrolina/Juazeiro (Carneiro & Coelho, 2007). Esta atividade envolve nimero significativo
de pequenos empreendimentos, seja pela participagdo de um grande contingente de
pequenos produtores, seja pelo expressivo nimero de ocupacdes geradas na dinamica de
servigos em torno de inUmeras atividades desenvolvidas ao longo da cadeia produtiva da
uva (Carneiro & Coelho, 2007).

A regido vinicola do pdlo Petrolina/Juazeiro, localizada entre 9° e 10° de latitude sul, é

a mais préxima da linha do Equador em todo o mundo (Freund, 2007). Essa producéo fora
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das tradicionais zonas temperadas representa um novo paradigma setorial e fronteira a ser
desbravada, com potencial para a producéo de uvas e seus derivados (Siqueira apud Silva
et al., 2009).

2. Nutricdo e Adubacéo em Videira

As plantas necessitam de dezesseis elementos para 0 seu desenvolvimento: carbono
(C), hidrogénio (H), oxigénio (O), nitrogénio (N), fésforo (P), potassio (K), calcio (Ca),
magnésio (Mg), enxofre (S), boro (B), cloro (CI), molibdénio (Mo), cobre (Cu), ferro (Fe),
manganés (Mn) e zinco (Zn). O carbono e 0 oxigénio séo obtidos do ar, nas formas de CO,
e Oy, utilizados nos processos de fotossintese e respiragdo, respectivamente. O hidrogénio,
assim como o oxigénio, é encontrado na agua. Os outros elementos sdo encontrados no
solo sob diversas formas (Bissani et al., 2008).

Portanto, a nutricdo mineral é componente chave da producédo da videira e o tipo de
manejo da cultura pode influenciar a produtividade e a qualidade da uva, determinando o
sucesso ou insucesso do cultivo. Além de ser fundamental para a produtividade da cultura,
a fertilizacdo € também um dos mais significativos componentes do custo de producdo da
cultura da videira, perfazendo quase 10 % dos custos totais, sendo 6 % destinado a
adubacdo fosfatada. Embora a correcdo do solo e a adubacdo possam afetar a
disponibilidade de nutrientes do solo, em muitos casos estas praticas ainda sdo feitas de
forma empirica, sem que se observem as reais necessidades do solo e da cultura
(Albuquerque & Dechen, 2000; Albuquerque et al., 2009).

Independentemente dos outros fatores de producéo, tais como irrigacdo, manejo da
cultura e tratos fitossanitarios, as adubacdes devem ser realizadas com base em uma analise
criteriosa das condicGes de solo e das exigéncias da cultura da videira, para que se
obtenham produtividades elevadas e uvas com excelente qualidade (Souza, 2008).
Adubacdes com doses excessivas e formulacdes inadequadas as necessidades do cultivo
podem ocasionar desequilibrios, com excedentes de nutrientes no solo causando, em
consequéncia, degradacdo do ambiente e queda da produtividade dos vinhedos. Por outro
lado, adubacdes abaixo das necessidades da cultura ndo oferecem as condigdes necessarias
para a obten¢éo de produtividades rentaveis (Albuquerque, 2007; Borges et al., 2003). Para
se ter sucesso em qualquer exploracdo agricola é necessario otimizar os fatores de
producdo, levando-se em conta que a producdo de uvas de qualidade é decorrente, em

grande parte, da nutricdo equilibrada das videiras, o que representa quantidades de
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nutrientes suficientes e satisfatorias para atender as necessidades de desenvolvimento
vegetativo e de producéo (Albuquerque & Dechen, 2000; Peres, 2009).

O estado nutricional da videira é bastante influenciado pelo porta-enxerto e esta
condicionado a outros fatores, tais como a qualidade produtiva do solo, que inclui
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas, e as exigéncias nutricionais da cultivar
produtora considerada, se para vinho ou para a mesa (Le&o et al., 2009)

As quantidades de macro e micronutrientes extraidos do solo pela cultura da videira
podem apresentar grande variacdo (7,7 a 156 kg ha™ de N; 1,3 a 28 kg ha™ de P; 10,2 a 192
kg ha™ de K; 10 a 146 kg ha™ de Ca; 3,5 a 39 kg ha™ de Mg; 17 a 380 kg ha de B; 25 a
910 kg ha™ de Cu; 250 a 2000 kg ha™ de Fe; 13 a 4093 kg ha™ de Mn; 20 a 585 kg ha™ de
Zn) (Albuquerque, 2007). Dependendo dos teores de nutrientes no solo é necessario que
seja feita uma adubacdo complementar, visando o ndo comprometimento da produtividade
da videira e da qualidade da uva (Bissani et al., 2008).

Na pratica, para a correta adubacdo dos vinhedos é preciso que se utilize as analises
quimicas do solo e do tecido vegetal como ferramenta de diagnéstico das necessidades de
nutrientes tanto para o solo como para o cultivo. Porém, as quantidades de N, P e K
recomendadas para adubacéo de plantio e de crescimento de videira variam em funcdo da
cultivar, uva de mesa ou de vinho (Quadro 1) (Albuquerque et al., 2009).

A videira pode ser cultivada em praticamente todas as classes de solo. Deve-se,
entretanto, evitar solos rasos, extremamente arenosos ou argilosos, solos com camada
adensada ou compactada, mal drenados e contendo teores relativamente altos de sais
soluveis e sodio trocavel (Santos et al., 2009)

Os solos do VSF, de uma maneira geral, sdo de baixa fertilidade natural, caracterizada
por baixos teores de matéria organica (MO), que esta em torno de 10 g kg™, resultando em
baixos teores de N e P. Os teores de Ca, Mg e K podem variar de baixo, nos neossolos
quartzarénicos, a alto, nos vertissolos. Quanto aos micronutrientes, tém sido observadas
deficiéncias de B e Zn, com possibilidade de ocorrer também deficiéncia de Mo (Faria et
al., 2007).

No VSF, as principais unidades de solo onde se realiza o cultivo da videira séo:
latossolo amarelo e latossolo vermelho-amarelo: solos de textura arenosa com baixos a
médios valores de bases trocaveis (Ca, Mg e K) e baixos valores de P, N, MO e aluminio
trocavel; argissolo amarelo e argissolo vermelho-amarelo: solos de textura arenosa a
franco-arenosa com baixos a médios valores de bases trocaveis e baixos teores de MO, N e

P; vertissolo: solo de textura argilosa com argila expansiva e predominio de Ca e teores de
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MO, N e P muito baixos; luvissolo: solo de textura franco-arenosa a argilosa com altos
valores de bases trocaveis e baixos teores de MO, N e P; neossolo quartzarénico: solo
profundo com mais de 90 % de areia e baixos teores de Ca, Mg, K, N, P e MO; neossolo
flavico: que apresenta grande variagdo nas caracteristicas fisico-quimicas e onde os teores
de MO, N e P variam de médios a altos (Santos et al., 2006; Santos et al., 2009).

A produtividade média de uvas no VSF é variavel com a cultivar e estd em torno de 27
t ha®ano™, com potencial para 30 t ha*ano™, considerando-se apenas um ciclo produtivo
por ano. Em algumas cultivares, a produtividade pode chegar a 50 t hatano®,
considerando-se duas safras anuais e dependendo do nivel tecnoldgico adotado pelo
vitivinicultor, bem acima das obtidas (30 t ha'ano™) nas demais regides produtoras
brasileiras. Mesmo em solos muito arenosos e de baixa fertilidade é possivel alcancar alta
produtividade (30 a 40 t ha™ano™), desde que sejam adotadas tecnologias adequadas para

tais condigdes (Albuquerque, 2009).

2.1. Importancia do fésforo na nutricao das plantas

Dentre os nutrientes essenciais, o fosforo € um dos mais importantes para as culturas e
estimativas recentes apontam que no planeta 5,7 bilhdes de hectares apresentam
concentragdes de fosforo (P) insuficientes para sustentar o potencial produtivo das culturas
agricolas (Mendes & Reis Janior, 2003). A baixa disponibilidade desse elemento para as
plantas € devido a grande reatividade e a alta taxa de retencao de seus ions, relacionados a
numerosos constituintes do solo (Hinsinger, 2001).

A aplicacdo de fertilizantes fosfatados tem sido utilizada para suprir a deficiéncia de
fosforo; porém, quando fontes sollveis de P sdo adicionadas ao solo, esse elemento pode
ficar adsorvido na superficie dos coldides ou convertido a compostos muito pouco soltveis
de ferro (Fe) e aluminio (Al). Isso contribui para o baixo nivel de eficiéncia (10 — 25 %)
dos adubos fosfatados aplicados ao solo e para superar esse entrave, doses relativamente
elevadas de fertilizantes sdo necesséarias para alcancar a producdo e o retorno econémico. O
baixo nivel de eficiéncia de utilizacdo dos adubos fosfatados é sem divida um dos grandes
obstaculos para o estabelecimento de sistemas agricolas sustentaveis, baseados em menor
utilizacdo de fontes naturais ndo renovaveis (Andrada, 2005; Mendes & Reis Junior, 2003;
Richardson, 2001).

Em geral, os solos brasileiros apresentam baixo teor de P total (1,25 a 3,5 mg kg™ P) e
sendo a quantidade de P solvel muito baixa (0,03 mg kg™ P) e em decorréncia da alta

capacidade de fixagdo quimica por componentes do solo, ha necessidade de aplicacdo de
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adubos fosfatados em quantidades muito superiores as necessidades das plantas (Andrada,
2005; Gomes et al., 2008). No VSF, os adubos fosfatados utilizados com maior freqiiéncia
na cultura da videira sdo os fosfatos naturais reativos (Arad/lsrael 33 % de P,
Gafsa/Tunisia 27 % de P), termofosfatos (17% de P) e fosfatos sollveis (superfosfato
simples 18 % de P, superfosfato triplo 45 % de P, fosfato monoamdnico 48 % de P e
fosfato diamonico 45% de P) (Albuquerque et al., 2009; Bissani et al., 2008).

Um dos fatores que contribuem para a deficiéncia do fosforo é a alta taxa de
intemperismo dos solos intertropicais, visto que a maior incidéncia dos raios solares
acarreta maior evaporagao e, conseqiientemente, maior precipitacdo pluvial, levando ao
aumento da lixiviagdo de cétions basicos intemperizando e acidificando o solo
(Albuquergue et al., 2007).

Os solos que apresentam alto grau de decomposi¢cdo mineraldgica sofrem com a perda
de célcio, magnésio, potéssio e sddio. A perda destes elementos favorece o aumento da
acidez e a solubilizacdo de aluminio e ferro, que beneficiam as reacdes de fixacdo de
fosforo, formando precipitados insolveis (Albuquerque et al., 2009; Gomes et al., 2008).

Outra razdo para a deficiéncia de P nos solos é o fato de a origem do fdsforo advir de
rochas fosfaticas, relativamente pouco encontradas na natureza (Dakora & Philips, 2002).
Ressalta-se, ainda, que as rochas fosfaticas constituem recurso natural relativamente
escasso, ndo renovavel e sem sucedaneo (Borges et al., 2003). No Brasil, as rochas
fosfaticas sdo de origem metamdrfica e apresentam baixa solubilidade e potencial
agronémico quando comparado com rochas de origem sedimentar de outros paises.
Estima-se que esta fonte no Brasil esgote-se em apenas 50 anos. Em adigéo, durante sua
transformacdo para fosfatos sollveis ha necessidade do emprego de &cidos a base de
enxofre ndo encontrado no pais, criando-se uma dependéncia de mercados estrangeiros
(Albuquergue, 2007).

Em solos acidos, com predominio de caolinita e de o0xidos de ferro e de aluminio, o
fosforo aparece combinado, formando fosfatos de ferro e de aluminio, e em solos neutros
ou calcérios, formando fosfato de célcio, em elevada concentracdo, porém com baixa
solubilidade (Santos & Rabelo, 2008). O fosforo é encontrado, também, na matéria
organica, formando compostos tais como: fosfato de inositil, fosfolipidios e acidos
nucléicos. Na solucédo do solo, o fosforo pode apresentar-se dissociado na forma de ions
ortofosfato, derivados do acido ortofosforico (H3PO,). Em solos acidos, com pH abaixo de

6, a forma predominante é de H,PO,4 e, em solos neutros (pH de 6 a 7) e alcalinos (pH de 7
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a 9), predominam as formas de HPO,* e PO, (Mendes & Reis Jdnior, 2003; Silveira &
Freitas, 2007).

Da quantidade de P presente no solo, de 1 a 10 % encontra-se imobilizado na biomassa
microbiana, constituindo um reservatorio labil desse nutriente. Embora esse pool ndo seja
necessariamente disponivel para as plantas, atua como um componente dindmico do ciclo
do P nos solos, sendo influenciado pela fertilidade, sazonalidade e pelas diferentes praticas
agricolas (Silveira & Freitas, 2007).

Contudo, a quantidade de fosfato sollivel na solucdo do solo é muito baixa. A
concentragdo mais comum é de 1pM (0,03 mg kg™ P), que corresponde a teor baixo,
porém as plantas absorvem o P principalmente quando estdo micorrizadas. Para se ter uma
idéia da extensdo desses valores, basta compara-los as concentracdes de potassio, calcio e
magnésio, respectivamente de 90, 700 e 1.000 uM (Tisdale et al. apud Mendes & Reis
Junior, 2003). Entretanto, a maior parte do teor total de fésforo do solo, ou seja, 95 a 99 %
estdo na forma insoluvel, inorgénica ou organica (Andrada, 2005).

Assim, o solo é constituido por duas fracbes de P ndo assimilaveis pelas plantas, uma
organica (Po) e outra inorganica (Pi), sendo que o contedo da primeira varia de 10 a 50 %
do P total do solo (Nahas et al., 1994a).

A fragdo de Po pode ser encontrada em himus e materiais organicos, que podem ou
ndo estar associados. Dentre as principais formas de Po no solo, destacam-se 0s inositdis-
fosfatos (10 a 50 %), os fosfolipidios (1 a 5 %), os acidos nucléicos (0,2 a 2,5 %), outros
componentes que aparecem em quantidades minimas e o restante por compostos ndo
definidos. Devido a formacdo de complexos entre os inositois-fosfatos e proteinas e
também devido a sua adsorcdo em particulas de argila e éxidos de Fe e Al, essas sdo as
formas organicas mais resistentes a acdo das enzimas presentes no solo, liberadas pelas
raizes e/ou micro-organismos (Nahas et al., 1994a,b; Rodriguez & Fraga, 1999).

A fracdo mineral (Pi) provém, em sua maioria, da intemperizagdo de rochas contendo
apatita. Os compostos fosfatados podem aparecer em combinacdo com célcio,
principalmente em solos levemente &cidos ou alcalinos, ou com ferro ou aluminio, em
solos &cidos. Em solos brasileiros, o P é encontrado em maior quantidade como fosfatos de
Al e Fe. A disponibilidade do Pi depende de sua solubilidade que pode ser influenciada
pela atividade das raizes das plantas e micro-organismos do solo (Nahas, 1991; Nahas et
al., 1994b).
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Além dos compostos mencionados, muitos outros de menor importancia podem existir
no solo ou se formar pela adi¢do de fosfatos sollveis. O Pi pode aparecer também ligado a
fracdo argila, himus ou a outras fracdes organicas (Almeida, 2005).

Diferentes grupos de micro-organismos podem participar da transformacdo dos
nutrientes, propiciando a mineralizacdo de compostos organicos de fdsforo, a solubilizacéo
de componentes minerais insollveis e a formagdo de associacbes com as raizes das plantas.
Dentre os grupos de micro-organismos, os solubilizadores de P, constituidos por bactérias
e fungos, favorecem a solubilizagdo de compostos insollveis de fosforo e atuam no
transporte dele para dentro das plantas.

Desde o inicio do século XX e principalmente a partir da década de 1950, cientistas
tém estudado formas de aumentar o teor de P disponivel para as plantas por meio de
processos microbioldgicos. Nota-se uma tendéncia de maior énfase nesses estudos nos
paises em desenvolvimento e/ou que ndo possuem reservas significativas de rochas
fosfatadas para a producdo, em larga escala, do adubo comercial. Claramente, as interagdes
planta-micro-organismo sdo complexas e, com poucas excecdes, tém se mostrado de dificil
manejo (Gomes, 2008; Richardson, 2001).

Portanto, oportunidades para a exploracdo de processos microbiologicos que
favorecem a mobilizag&o/disponibilizacdo do P melhoram com o conhecimento dos
processos envolvidos no ciclo desse elemento e o entendimento sobre fatores que
interferem na fisiologia/ecologia dos micro-organismos envolvidos (Silveira & Freitas,
2007).

O processo de solubilizagdo ocorre principalmente devido a acdo de micro-organismos
do solo, mas por meio dos exsudatos radiculares produzidos pelas plantas os fosfatos
inorganicos insolUveis também podem ser transformados em fosfatos sollveis (Osaki,
2008). Esse mecanismo estd condicionado a producdo de acidos organicos ou inorganicos
que propiciam dissolucdo direta de fosfatos insoliveis ou a quelacdo de cations da
molécula. Por sua vez, varios fatores poderdo influir na quantidade e qualidade desses
acidos e, por conseguinte, no mecanismo de solubilizacdo ou quantidade de fosfato
solubilizada (Silveira & Freitas, 2007).

Quando a matéria organica € incorporada ao solo, a populagdo microbiana
heterotrofica decompde as substancias complexas (carboidratos, lipideos, proteinas) até
compostos simples. A medida que os aguicares simples sdo metabolizados, inimeros acidos

organicos podem ser secretados como produtos finais de um mecanismo oxidativo
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incompleto e que ird promover a solubilizacdo do fosfato mineral (Nahas, 1994b; Osaki,
2008).

Contudo, a qualidade dos acidos organicos secretados € mais importante que a
quantidade, dentre eles os mais efetivos sdo aqueles que tém propriedades quelantes. O
acido organico com propriedade quelante apresenta cargas negativas que quimicamente
complexam o ion com carga positiva (calcio, magnésio, ferro, manganés) liberando o &nion
fosfato na solucdo do solo (Nahas, 1991). A producdo de acidos esta associada ao
crescimento dos micro-organismos, 0 qual por sua vez esta sujeito a disponibilidade de
nutrientes, entre eles, o carbono e o nitrogénio. Compostos contendo esses elementos
podem ocorrer no solo em decorréncia da aplicacéo de fertilizantes, das transformacdes da
matéria organica existente ou da incorporacéo ao solo (Cunha, 2007).

Uma vez disponivel, o P é absorvido pelas plantas, preferencialmente na forma H,PQy,
permanecendo nas celulas como fosfato inorganico ou é esterificado, formando éster
fosfato (aglcar fosfato) ou, ainda, une-se a outro fosfato por meio de uma ligacdo
altamente energética, formando o pirofosfato — P ~P (ATP). O fosforo dentro das plantas
estd em constante mudanca entre essas trés formas (Prado, 2009).

Embora no solo o P tenha baixa mobilidade, na planta o fosforo & movel,
translocando-se dos tecidos mais velhos para os tecidos meristematicos. Sua principal
funcdo € a transferéncia de energia nas rotas metabdlicas. Este elemento entra na
composicdo de vitaminas, lecitina, acidos nucléicos, difosfato e trifosfato de adenosina,
que sdo transportadores de energia no cloroplasto (Hinsinger, 2001; Prado, 2009).

Considerado elemento essencial aos organismos vivos, o fésforo é indispensavel aos
processos bioldgicos e ndo pode ser substituido inteiramente por nenhum outro elemento.
O efeito mais visivel da sua omissdo ou reducdo é a diminuicdo substancial do crescimento
(Nahas, 1991). Além da reducdo do crescimento e da producdo, a deficiéncia de fosforo
acarreta menor perfilhamento, comprometimento da floracdo e da granacdo dos frutos e
atraso na maturacdo (Peres, 2009).

Os efeitos constatados nos diferentes processos vitais (estrutural, funcional e
armazenamento e transferéncia de energia) sdo decorrentes das fun¢bes do fosforo. No
processo estrutural, o fosforo estd presente em todas as células fazendo parte de
fosfolipidios, &cidos nucléicos, carboidratos e compostos relacionados, e indiretamente
participa da sintese de outros polimeros como as proteinas. No processo funcional, o P
participa de inimeras coenzimas (nicotinamida-nucleotideo, riboflavina-fosfato, tiamina-

pirofosfato, piridoxal-fosfato, piridoxamina-fosfato, coenzima B12 e coenzima A) que
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atuam como cofatores de enzimas, as quais catalisam diferentes reacdes bioldgicas (Luiz,
2008; Nahas, 1991).

No armazenamento e transferéncia de energia, as células precisam de energia para
funcionar, nos organismos fotossintéticos, a energia é propiciada pela luz solar, enquanto
que nos organismos heterotréficos e bactérias autotrofas, a energia provém de moléculas
organicas e inorganicas do ambiente, respectivamente (Silveira & Freitas, 2007; Prado,
2009). Dentro da célula, essas formas de energia sdo transformadas em energia quimica de
adenosina-trifosfato (ATP), que funciona como transportador entre 0s compostos
fosfatados de alta energia, produzidos pela quebra dos polimeros, e as substancias
receptoras de fosfato que, dessa forma, se tornam carregadas de energia (Dakora & Philips,
2002).

Algumas substancias como fosfocreatina, fosfoarginina e polimetafosfato servem para
armazenar energia dentro da célula. O polimetafosfato é encontrado em micro-organismos
com o nome de volutina, e € um polimero linear de tamanho indefinido que se acumula na
célula na forma de granulos insoltveis. A quebra da célula por fosfatases especificas libera

grupos fosfato de alta energia (Nahas, 1991).

3. Micro-organismos e transformacdes bioldgicas do fésforo no solo

Diversos micro-organismos desempenham importante papel na ciclagem do P no solo;
dentre estes destacam-se 0s envolvidos nas associa¢fes micorrizicas e o0s solubilizadores
de fosfatos (Richardson, 2001).

Uma parcela expressiva dos micro-organismos do solo, incluindo bactérias
(Agrobacterium, Achromobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Azospirillum, Bacillus,
Bradyrhizobium, Brevibacterium, Enterobacter, Escherichia, Flavobacterium, Klebsiella,
Micrococcus, Mycobacterium, Pseudomonas, Rhizobium, Sarcina conforme Vazquez et
al., 2000; Stamford et al., 2003; Souchie et al., 2005; Chen et al., 2006; Zhu et al., 2007;
Stamford et al., 2009), fungos (Aspergillus, Penicillium, Rhizopus e Trichoderma segundo
Omar, 1998; Vassileva et al., 1998; Vazquez et al., 2000; Wahid & Mehana, 2000; Reddy
et al., 2002; Wakelin et al., 2004; Rudresh et al., 2005; Zayed & Abdel-Motaal, 2005;
Bojinova et al., 2008; Mittal et al., 2008) e actinomicetes (Micromonospora, Nocardia e
Streptomyces de acordo com Mason et al., 1990; Hamdali et al., 2008; Ghodhbane-Gtari et
al., 2010; Gupta et al., 2010a) possuem capacidade para solubilizar fosfatos como

hidroxiapatitas, fluorapatitas, fosfatos de calcio, ferro e aluminio. Os micro-organismos
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podem solubilizar uma ou mais fontes de P e apresentar diferentes potenciais de
solubilizacéo para cada fonte (Chabot et al., 1996).

Esses micro-organismos afetam diretamente a habilidade das plantas em adquirir P do
solo por meio de varios mecanismos, incluindo: incremento da area superficial das raizes
pela extensdo do sistema radicular (associagdes micorrizicas) ou pela promocdo do
crescimento de raizes laterais e pelos radiculares (promog¢éo de crescimento por meio de
fitohormonios); deslocamento do equilibrio quimico de adsorcdo, o0 que resulta numa
transferéncia de ions fosfato para a solucdo do solo ou incremento na mobilidade de formas
orgénicas de P; estimulos de processos metabolicos que séo efetivos na solubilizacdo e
mineralizacdo do P a partir de formas pouco disponiveis de fosforo inorganico e organico.
Esses processos incluem a excrecdo de ions hidrogénio, liberacdo de &cidos organicos,
producdo de sideroforos e a producédo de enzimas fosfatases que sdo capazes de hidrolisar o
P organico (Nahas, 1991; Richardson, 2001).

Os micro-organismos envolvidos nos processos de solubilizagdo do fosfato inorgénico
excretam acidos organicos e seus protons associados, que atuam dissolvendo diretamente o
material fosfatico, ou quelando os cétions que acompanham o anion fosfato. Dentre esses,
destacam-se os &cidos latico, glicélico, citrico, malico, oxalico, succinico e tartérico, entre
outros (Mendes & Reis Junior, 2003).

Para serem utilizadas pelas plantas, as formas organicas de P sdo mineralizadas por
micro-organismos produtores de enzimas como fosfatases e fitases, que catalisam a
hidrélise de ésteres e anidridos de H3PO,4 (Prado, 2009).

Além dos micro-organismos responsaveis pela solubilizacdo do fosfato inorgénico e
mineralizacdo do fosfato organico, os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) também
desempenham papel importantissimo nos processos de suprimento de P para as plantas.
Esses fungos atuam como extensdes do sistema radicular (aumentando a area de absorcao
das raizes e a velocidade de absor¢édo do P), além de possuirem a capacidade de absorver P
de fontes ndo disponiveis para as plantas (Colozzi Filho & Cardoso, 2000).

Cabe destacar que as plantas também possuem mecanismos capazes de influenciar a
disponibilidade do P, dentre esses se destacam as mudancas no pH da rizosfera e a
liberacdo de acidos organicos, agentes quelantes e fosfatases (Hinsinger, 2001; Dakora &
Philips, 2002).

Embora os micro-organismos solubilizadores de P desempenhem importante papel na
mineralizacdo/solubilizagdo do fosforo do solo, geralmente, competem com outros

organismos presentes na rizosfera. Assim, o P liberado por esses micro-organismos, em
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geral, € insuficiente para promover substancialmente o crescimento da planta (Rodriguez &
Fraga, 1999), em virtude disto, programas de inoculacdo e manejo destas populaces no
campo devem ser incentivados.

Para a implementacdo destes programas alguns entraves devem ser superados em
condigdes de campo, dentre estes a selecdo de micro-organismos eficientes em promover
beneficios as plantas alvo, de forma que niveis populacionais superiores aos que ocorrem
normalmente nos solos sejam alcancados e assim maior solubilizacdo dos fosfatos seja
obtida (Chagas Junior et al., 2006).

Portanto, a inoculacdo de micro-organismos solubilizadores de fosfatos ou o manejo
de suas populagdes tem sido sugerido como forma de minimizar o uso de fertilizantes
fosfatados sollveis, mediante melhor aproveitamento das formas naturais existentes ou
adicionados ao solo e dos formados pela aplicacdo de fontes soluveis (Silva Filho et al.,
2002).

3.1. Mecanismos de solubilizacdo

A capacidade solubilizadora ¢é frequentemente associada a producéo de &cidos, ou
seja, com o decréscimo do pH do meio a solubilizagdo do P aumenta (Raij, 2003). O efeito
da acidez pode ser dividido em dois componentes: a concentracdo de ions hidrogénio na
solucdo (pH) e a acidez potencial (acidez titulavel). Diversos trabalhos tém demonstrado
uma relacdo linear entre o decréscimo do pH e o fésforo solubilizado (Siqueira et al., 2003;
Vitti et al., 2003). No entanto, em outros, a relacdo € significativa, porém ndo de forma
linear. Mas, ainda ha casos em que a solubilizacdo ocorre sem alteracGes significativas ou
ocorre com a elevacdo do pH (Reddy et al., 2002; Yadav & Tarafdar, 2003). Resultados
semelhantes tém sido encontrados quando se comparam as quantidades solubilizadas com
a acidez titulavel (Vassilev et al., 2006; Barroso & Nahas, 2008). Porém, nem sempre as
tendéncias de pH e acidez titulavel em relacdo ao teor de fosforo solubilizado sé&o
coincidentes. Chuang et al. (2007) verificaram que o P solubilizado aumentou com o
decréscimo do pH, mas ndo com o aumento do teor da acidez titulavel. Assim, pode-se
supor que o efeito da acidez é importante na solubilizacdo de fosfatos mas este, por si so,
ndo explica a totalidade do P solubilizado nas diferentes condi¢cdes do meio e fontes de P.

Os micro-organismos podem liberar diversos metabolitos que acidificam o meio.
Isto se deve ao fato de terem de regular suas atividades, mantendo entre outros o pH
interno, a eletroneutralidade e suas rotas metabdlicas. A inibi¢do pelo acimulo de acidez é

variavel entre os micro-organismos. Cada organismo tem um pH interno e apresenta uma
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capacidade diferente de regulacdo, compativel com a espécie. Em alguns casos, ele pode
variar apenas 0,1 unidade, enquanto para outros as alteracbes de pH podem ser maiores
(Bizukojc & Ledakowicz, 2004; Son et al., 2006).

Os micro-organismos podem liberar diferentes tipos de acidos organicos, como
acidos glicdlico, 2-ceto glucdnico, latico, citrico, itacénico, fumarico, oxalico, succinico e
tartarico (Fiorucci et al., 2002). A producgdo de acidos organicos e metabolitos pode variar
com as condi¢bes do meio, estado fisioldgico e tipo de micro-organismo. Diferencas na
quantidade de é&cidos produzida entre isolados de Aspergillus niger Tiegh. foram
contatadas por Gharieb & Gadd (1999).

Papagianni et al. (2005) observaram que a composi¢do do meio afeta o crescimento e a
producdo de &cidos. Gharieb (2000) verificou que A. niger produz &cido citrico em
condicdes de nitrogénio limitante, enquanto a producdo de acido oxalico é promovida
quando o carbono é limitante. Quanto as fontes de carbono, Ahuja et al. (2007) verificaram
que frutose, galactose, amido e lactose favorecem mais a solubilizagdo que sacarose e
manose. Muitas vezes, a quantidade de acidos organicos determinada nos meio de cultura
ndo explica os valores de acidez encontrados e as quantidades de P solubilizado. lllmer &
Schinner (1992) encontraram apenas trés acidos organicos de um total de 24 testados e
concluiram que o mecanismo de solubilizacdo deve ser outro que ndo a producdo de acidos
organicos. Eles citam a possibilidade de liberacdo de H* do citoplasma para a membrana
externa, que poderia acontecer na troca de cations (especialmente NH;") ou pelo
mecanismo de translocacdo do H* pela ATPase no processo de producdo de energia pela
hidrélise do ATP. Neste tltimo caso, o fosfato seria solubilizado na superficie da célula.

Além de agirem como acidificantes, os acidos organicos podem formar complexos
com célcio, aluminio e ferro, que dependerdo do tipo de acido, cation e pH (Nahas &
Assis, 1992).

3.2. Fungos solubilizadores de fosfatos

A partir do inicio do século XX, simultaneamente com o progresso da microbiologia
agricola, Stoklasa atraiu a atencdo dos estudiosos da época para o papel que os micro-
organismos do solo desempenhavam nas transformacfes de compostos fosfaticos
incorporados ao solo (Eira, 1992). Porém, somente em 1948 Gerretsen confirmou essa
hipotese, demonstrando que a nutricdo das plantas, a partir de fosfatos insolGveis, € maior

em “solos vivos” do que em solos esterilizados (Nahas et al., 1994c).
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Posteriormente, varios autores (Sperber, 1958a,b; Casida Jr, 1959; Katznelson et al.,
1962; Das, 1963; Sundara Rao & Sinha, 1963; Subba Rao & Bajpai, 1965; Raghu &
MacRae, 1966; Bajpai, 1967; Chhonkar & Subba Rao, 1967; Ramos & Callao, 1967;
Ahamed & Jha, 1968; Barber, 1968; Ramos et al., 1968; Agnihotri, 1970; Mehta & Logan,
1970; Bardiya & Gaur, 1974; Ralston & McBride, 1976; Nair & Subba Rao, 1977,
Barthakur, 1978; Ortuno et al., 1978a,b; Arora & Gaur, 1979; Wani et al., 1979; Gaur et
al., 1980; Banik & Dey, 1982; Kucey, 1983; Tuovinem et al., 1983; Venkateswarlu et al.,
1984; Surange, 1985; Thomas et al., 1985; Kucey, 1987; Asea et al., 1988; Salih, 1989;
Young, 1990; Jones et al., 1991; Cunningham & Kuiack, 1992; Ilimer & Schinner, 1992;
Ilimer et al., 1995) estudaram a influéncia de populagdes microbianas no solo, ou culturas
isoladas de fungos e bactérias, na liberacdo ou mobilizacdo de ions fosfato a partir de
fosfatos naturais insoluveis.

No Brasil, as pesquisas com micro-organismos capazes de disponibilizar P as plantas
tiveram inicio na década de 60, do século passado, com Carvalho et al. (1969) e Eira &
Carvalho (1969, 1970). Porém, os trabalhos nessa area firmaram-se a partir de 1980 com:
Nahas et al. (1982, 1990, 1994a,b,c), Sylvester-Bradley et al. (1982), Machado et al.
(1983), Nahas & Rossi (1984), Cerezine et al. (1988), Nahas (1989, 1991, 1996), Minhoti
et al. (1991), Nahas & Assis (1991, 1992), Barroti & Nahas (2000), Silva Filho & Vidor
(2000, 2001), Narloch et al. (2002), Silva Filho et al. (2002), Souchie et al. (2006, 2007),
Souchie & Abboud (2007).

Pela andlise geral desses trabalhos, observa-se que micro-organismos solubilizadores
de fosfatos insollveis estdo presentes em todos os solos e que variam, tanto em ndmero
qguanto em espécies, em funcdo do tipo de solo, vegetacdo, pH, temperatura, teor de
matéria organica, tipo de fosfato e outras varidveis nutricionais do solo e dos meios de
cultura utilizados para seu isolamento e avaliacao.

Dependendo do tipo de solo, o nimero de solubilizadores pode variar de 7,1 a 55,6 %
do total de bactérias e de 8,1 a 57,9 % do total de fungos (Nahas et al., 1994a). Das
comunidades totais de solubilizadores encontrados no solo, algumas espécies tém revelado
maior habilidade na dissolucéo de fosfatos insoltveis (Arora & Gaur, 1979). No semiérido,
Coutinho et al. (2010) relataram a ocorréncia de 78 espécies de fungos filamentosos na
rizosfera de meldo (Cucumis melo L.) e destes 15 % apresentavam capacidade de
solubilizar P (Coutinho et al., 2011).

Dentre os géneros de fungos mais comumente citados quanto a habilidade de

solubilizar o fosforo destacam-se Aspergillus e Penicillium (Quadro 2). Narsian & Patel
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(2000) relataram alta solubilizagc&o de fosfatos de rocha (33 % P,0s China; 36,7 % P,0s
Senegal; 26,4 % P,0s india) por Aspergillus aculeatus lizuka. Posteriormente, Reddy et al.
(2002) e Ahuja et al. (2007) encontraram Aspergillus tubingensis Mosseray, A. niger e
Paecilomyces marquandii (Massee) S. Hughes solubilizando diferentes fosfatos de rocha
(40 % P,0s Foskar; 33,3 % P,0s Jordania; 32,9 % P,0s Israel; 33,2 % P,0Os Marrocos;
34,1 % P,0s india), enquanto Achal et al. (2007) registraram A. tubingensis como principal
solubilizador de fosfatos de rocha (34,1 % P,0s) e Vassilev et al. (2007) e Lv et al. (2008)
relataram A. niger como mais habil em disponibilizar fosfatos de rocha (12,8 % P,0s),
fosfato de aluminio (AIPQy), de calcio (Caz(PO,),) e de ferro (FePO,).

A alta atividade de A. niger foi mencionada por vérios autores (Nahas et al.,1994a;
Vassilev et al., 1995; Vassileva et al., 1998; Vazquez et al., 2000; Singh et al., 2011). A
eficiéncia de isolados de Aspergillus, Penicillium e Emmericella na dissolucdo de fosfatos
organicos (fitina e glicerofosfato) também foi relatada (Yadav & Tarafdar, 2003), assim
como a habilidade de Aspergillus e Penicillium em solubilizar fosfato de aluminio (16 %
P,Os) e apatita de Araxa (14 % P,0s) (Souchie et al., 2006, 2007; Souchie & Abboud,
2007).

Eupenicillium parvum (Raper & Fennell) Stolk & D.B. Scott, isolado da rizosfera de
Camellia sinensis (L.) Kuntze, predominou entre os capazes de solubilizar fosfato
tricalcico e fosfatos de rochas (Carolina do Norte/EUA e Mussoorie/india) (Vyas et al.,
2007). Oliveira et al. (2008), Xiao et al. (2008), Chang & Yang (2009), Saber et al. (2009)
e Yadav et al. (2011) mostraram a eficiéncia de Aspergillus fumigatus Fresen., A. niger,
Aspergillus terreus Thom, Penicillium citrinum Thom, Penicillium expansum Link,
Penicillium sp. e Talaromyces rotundus (Raper & Fennell) C.R. Benj. na dissolucdo de
fosfato de célcio, aluminio, ferro e rocha (China, Egito e Israel), hidroxiapatita, fitato de
sodio e lecitina de soja. Recentemente, foi demonstrado o potencial solubilizador de
Aspergillus sp. e Absidia sp. frente ao fosfato tricalcico (Gupta et al., 2010b; Nenwani et
al., 2010).

Alguns trabalhos em laboratério e em casa de vegetacdo relatam a tentativa de
aumentar a disponibilidade de fosfato inorganico por meio da inoculagdo combinada com
bactérias, FSP e FMA. Valissev et al. (1996) relataram que a inoculagdo combinada com
Glomus deserticola Trappe, Bloss & J.A. Menge e A. niger resultou em maior taxa de
crescimento de Trifolium repens L. Posteriormente, Omar (1998) registrou maior teor de
fosforo e crescimento em plantas de trigo (Triticum aestivum L.) adubadas com fosfato de

rocha (15,4 % P,0s) e recebendo tripla inoculacdo (Glomus constrictum Trappe, A. niger e
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P. citrinum). Da mesma forma, Babana & Antoun (2006) obtiveram maior rendimento de
gréos com alta concentracdo de P em plantas de trigo adubadas com fosfato de rocha (23-
32 % P,0s5 Tilemsi) e inoculadas com Glomus intraradices N.C. Schenck & G.S. Sm.,
Aspergillus awamori Nakaz. e Pseudomonas sp.. Um dos mecanismos responsaveis pela
melhoria no crescimento das plantas € o aumento na disponibilidade de fosfato soltvel,
devido aos fungos solubilizadores na rizosfera e maior absor¢do de P por fungos
micorrizicos arbusculares, como observado por Souchie et al. (2006) em Mimosa
caesalpiniifolia Benth. e Acacia holosericea (G. Don) A. Cunn. inoculadas com FSP
(isolado FSF 7) e FMA [Glomus clarum T.H. Nicolson & N.C. Schenck e Glomus
geosporum (T.H. Nicolson & Gerd.) C. Walker], evidenciando o sinergismo entre esses
micro-organismos.

A dupla inoculacdo de A. niger e Trichoderma viride Pers. em plantas de feijdo caupi
[Vigna unguiculata (L.) Walp.] adubadas com esterco, aumentou significativamente a
quantidade de P séluvel (295 mg L™) na rizosfera, enquanto a rizosfera de plantas néo
inoculadas apresentou apenas 120 mg L™ de P soltvel (Zayed & Abdel-Motaal, 2005).
Recentemente, em condicBes de laboratorio, a co-inoculacdo de Trichoderma harzianum
Rifai e A. niger resultou em aumento significativo dos parametros de crescimento,
incluindo altura e peso seco das partes aérea e radicular (18,2 e 8,6 cm; 10,3 e 8,3 mg) em
plantas de gréo de bico (Cicer arietinum L.) (Yadav et al., 2011).

Por outro lado, Mittal et al. (2008) demonstraram o efeito da inoculacdo isolada de
FSP (A. awamori) em plantas de gréo de bico (C. arietinum L. cv. GPF2) adubadas com
fosfato tricélcico, que apresentaram maior crescimento, entre 7-12 % de aumento na altura,
quase trés vezes mais no numero de sementes e duas vezes no peso dos graos, em relacao
ao controle ndo inoculado. Similarmente, Kapri & Tewari (2010) relataram aumento do
peso seco da parte aérea (22-33 %) e da raiz (35-60 %) de plantas de grdo de bico com
outro isolado de FSP (Trichoderma sp.) e adi¢do de fosfato tricalcico, quando comparado
ao controle sem fungo. As inoculagdes em solos rizosféricos de trigo (T. aestivum) e milho
(Zea mays L.) com Penicillium oxalicum Currie & Thom e fosfato de rocha (31,5 % P,0s)
melhoraram o rendimento destas plantas, respectivamente, em 42 e 82 % em comparacao
ao controle ndo inoculado (Singh & Reddy, 2011). A disponibilidade de P pode variar
significativamente entre as fontes de fosforo aplicadas, Saber et al. (2009) verificaram que
em plantas de feijdo mungo [Vigna radiata (L.) R. Wilczek] houve aumento de P soltvel
nas rizosferas inoculadas com A. niger e Penicillium sp. e adubadas com fosfato tricalcico
(202,3 e 211,1 mg L™, respectivamente), fosfato de aluminio (104,7 e 82,6 mg L), fosfato
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de rocha (99,7 e 77,5 mg L™?), fitato de sodio (89,1 e 50,4 mg L™) e fosfato de ferro (33,7 e
19,9 mg L™).

Constata-se, portanto, que 0s micro-organismos solubilizadores de fosfato, associados
ou ndo a outros organismos, constituem uma alternativa para maximizar a utilizacdo do
foésforo, tanto do existente no solo como do adicionado na forma de fosfatos naturais.

O processo de selecdo de micro-organismos solubilizadores eficientes envolve
diversas etapas, incluindo avaliacbes das populacbes do solo, obtencdo de isolados, testes
para avaliacdo do potencial solubilizador em diferentes fontes de fosforo, em condicdes de
meio de cultura, associados a plantas em casa de vegetacdo ou no campo. Algumas dessas
etapas também sdo importantes no manejo de populacdes preestabelecidas, visando o
aumento da populacdo e da atividade solubilizadora. Ressalta-se que a inoculacdo pode
introduzir mudancas nas populacdes do solo, contribuindo para o aumento da
disponibilidade de nutrientes e, consequentemente, para incremento do crescimento e do
rendimento das plantas (Silva Filho & Vidor, 2001; Silva Filho et al., 2002). No entanto,
para a maximizacdo do processo de solubilizacdo, ha necessidade de mais conhecimento
sobre esses micro-organismos, dos mecanismos utilizados e dos fatores que modulam a

solubilizagéo.
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3. SOLUBILIZAGCAO DE FOSFATOS IN VITRO POR Aspergillus spp. E
Penicillium spp.

Resumo

O fésforo (P) é um dos nutrientes mais importantes para o desenvolvimento vegetal e na
maioria dos solos brasileiros o teor deste elemento é baixo e pouco disponivel para as
plantas. Os micro-organismos solubilizadores de fosfatos desempenham importante papel
no suprimento de P para as plantas, pois apresentam capacidade de disponibilizar fosfatos
insolveis, existentes ou adicionados no solo, pelos processos de acidificacdo, quelacdo e
reacOes de troca ibnica. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade e o
potencial de dez isolados fangicos em solubilizar superfosfato simples (SFS) e fosfato
monoamdnico (MAP) in vitro, em quatro épocas de avaliacdo (1°, 4°, 7° e 10° dia apds a
inoculacdo). Constatou-se que 90 % desses isolados apresentaram potencial de
solubilizacdo do superfosfato simples e fosfato monoamonico no sétimo dia de avaliacéo,
com valores médios 23 % e 22 % superiores ao controle, respectivamente, com reducao
apos esse periodo. Essa reducdo pode ser atribuida ao aumento da biomassa fungica, que
acarreta maior captacdo de fosfato sollUvel para o crescimento. Todos isolados, com
excecdo do FSP 94, solubilizaram as duas fontes de fosfato no 7° dia. Contudo, os isolados
FSP 28, em MAP, e FSP 220, em SFS, destacaram-se dos demais por terem 0s maiores
valores de P soltvel (840 e 560 pg mL™, respectivamente). Este é o primeiro relato de
solubilizacdo do superfosfato simples e fosfato monoaménico in vitro por espécies de
Aspergillus e Penicillium, demonstrando que esses fungos podem servir como
solubilizadores destas fontes de fosfato, contribuindo para melhor uso do SFS e MAP e
reduzindo os custos com insumos agricolas e 0s impactos gerados pelo excesso de
adubacdo fosfatada.

Palavras chave: fungos filamentosos; solubilizadores de P; superfosfato simples; fosfato

monoamonico; biomassa

Introducéo

Entre os elementos essenciais, o fosforo (P), seguido do nitrogénio (N), ocupa posicao de
destaque para os seres vivos, tendo em vista sua atuacdo estrutural, funcional e na
transferéncia de energia (Sharpley 1995; Bissani et al. 2008). Em geral, os solos brasileiros
apresentam baixo teor de fosforo total, sendo o contetudo de fésforo soltvel muito baixo

(0,03 mg kg P), tornando necessario a aplicacdo de fosfatos em quantidades muito
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superiores as demandas das plantas, em decorréncia da grande reatividade e alta taxa de
retencdo de seus anions a numerosos constituintes do solo (Mendes e Reis Junior 2003).
Dessa maneira, as formas solUveis sdo facilmente precipitadas em complexos insollveis e
ndo sdo eficientemente absorvidas pelas plantas. Assim, de modo a superar esse entrave,
doses excessivas de P sdo aplicadas para alcancar a producdo e o retorno econdmico
(Vassilev e Vassileva 2003).

Por outro lado, diversos micro-organismos do solo, incluindo bactérias, fungos e
actinomicetes, possuem capacidade para solubilizar fosfatos insolGveis, convertendo-o0s em
formas solUveis disponiveis as plantas, por meio de diferentes mecanismos, tais como
acidificacdo, quelacdo e reacdes de troca idnica, destacando-se neste caso a producéo de
acidos (Rodriguez e Fraga 1999; Sahu e Jana 2000; Whitelaw 2000). Devido ao fato de
estes micro-organismos estarem presentes na maioria dos solos, a solubilizacdo de P por
meio deles pode constituir em alternativa de menor custo para produgdo na agricultura
(Rajan et al. 1996; Mendes e Reis Janior 2003).

Uma das areas que demandam mais nutrientes é a fruticultura, que por seu carater
intensivo, consome com fertilizante quase 10 % dos custos totais de producédo
(Albuqguerque et al., 2009) o que justifica o estudo de préaticas alternativas que possibilitem
diminuir os custos, sem prejuizo a produtividade e a qualidade dos produtos e do meio
ambiente.

Dentre as fruteiras cultivadas no Submédio do Vale do Sao Francisco (VSF), a videira
(Vitis vinifera L.) € uma das mais importantes em virtude da geracdo de emprego e renda,
contribuindo com 99 % (80 mil toneladas) das exportacfes de uva no pais (Silva et al.,
2009). Além da producdo de uva de mesa, as areas com uva para vinhos € sucos vém
expandindo-se, justificando a necessidade de alternativas para o uso eficiente dos
fertilizantes fosfatados. Destes, o fosfato monoaménico (MAP) e o superfosfato simples
(SFS) séo bastante utilizados na cultura da videira no VSF principalmente por conterem,
além de P, nitrogénio (MAP) e célcio e enxofre (SFS).

Apesar de estas fontes fosfatadas serem sollveis em agua (MAP 44 % e SFS 16 % soluveis
em agua), parte do P pode tornar-se adsorvida a superficie dos col6ides ou convertida a
compostos muito pouco sollveis, assim estudos com o intuito de otimizar o
aproveitamento desses fertilizantes fosfatados adicionados ao solo através da solubilizacado
pelos fungos é desejavel, contribuindo para o estabelecimento de um sistema agricola

sustentavel, baseado em maior eficiéncia na utilizacdo de fontes naturais ndo renovaveis.
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A solubilizagdo de P por fungos tem sido relatada, destacando-se espécies de Aspergillus
do grupo niger (Aspergillus aculateus, Aspergillus awamori, Aspergillus niger e
Aspergillus tubingensis) (Achal et al. 2007; Ahuja et al. 2007; Gupta et al. 2010; Lv et al.
2008; Reddy et al. 2002; Vassilev et al. 2007) e algumas espécies de Penicillium (Oliveira
et al. 2008; Saber et al. 2009; Souchie et al. 2005; Souchie e Abboud 2007; Vyas et al.
2007; Xiao et al. 2008).

O incremento na disponibilizacdo de P pelos fungos pode variar em decorréncia da fonte e
isolado fungico. Vyas et al. (2007) relataram que a taxa de fosfato tricalcico solubilizado
por Eupenicillium parvum variou de 120,8 a 213,7 ug mL™, com valores médios de 121 a
214 % superiores ao controle. Por outro lado, Gupta et al. (2010) ao avaliarem a
capacidade de Aspergillus sp. quanto & solubilizacdo de fosfato de rocha (india)
constataram variagéo de 45,2 a 54,4 ug mL™ de P solGvel, com incremento de 63 a 105 %
em relacéo ao controle.

Alguns trabalhos relatam a tentativa de aumentar a disponibilidade de fosfato inorganico
por meio da inoculacdo com fungos solubilizadores de fosfato (FSP), sendo a maioria
destes experimentos conduzidos em laboratdrio e casa de vegetacdo. Saber et al. (2009)
avaliaram A. niger e Penicillium sp. como inoculantes em plantas de Vigna radiata (L.) R.
Wilczek e verificaram aumento de P sollvel nas rizosferas adubadas com fosfato tricalcico
(211 pg mL™), fosfato de aluminio (104 pg mL™), fosfato de rocha (99 pg mL™), fitato de
s6dio (89 pg mL™) e fosfato de ferro (33 pg mL™). Recentemente, Kapri e Tewari (2010)
relataram aumento do peso seco da parte aérea (22-33 %) e da raiz (35-60 %) de plantas de
grdo de bico na presenca de Trichoderma sp. em solo adubado com fosfato tricélcico,
qguando comparado aos controles sem inoculacdo do fungo, demonstrando o potencial de
aplicacdo destes micro-organismos.

Os trabalhos indicam que os FSP podem constituir em alternativa viavel para maximizar a
utilizacdo do fdésforo. Embora o uso de FSP seja extremamente importante ou mais
relevante em fontes de fosfato natural, informacGes sobre a solubilizacdo em MAP e SFS
ndo existem e mesmo sendo bastante sollveis, os FSP podem contribuir ainda mais para
suas solubilizagbes. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade e o
potencial de dez isolados fungicos, provindos da cultura da videira, em solubilizar fosfato
monoamonico e superfosfato simples in vitro, analisando a influéncia do periodo de

incubac&o sobre tal atividade.
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Material e métodos

Dez espécimes de FSP, oito de Aspergillus (FSP 9, 28, 39, 57, 145, 198, 212 e 220) e dois
de Penicillium (FSP 94 e 169), foram isolados de solos rizosféricos de videira (Vitis
vinifera L. cv. Cabernet sauvignon), na regido do submédio do Vale do S&o Francisco
(Fazenda Planaltino, ViniBrasil), Petrolina, Brasil (08°59'49"S, 40°16'19"W); através da
técnica de suspensdo em série (1:1000 v/v) do solo.

Estes FSP foram cultivados em erlenmeyers contendo 50 mL de meio GL (Sylvester-
Bradley et al. 1982) liquido suplementado com 0,52 g 50 mL™ de fosfato monoaménico
(MAP) ou 1,39 g 50 mL™ de superfosfato simples (SFS), correspondendo a 0,25 g P,0s 50
mL™?, com pH do meio ajustado para 6,5. Um mililitro de suspensdo de esporos de cada
espécime de FSP, representando cerca de 107 esporos mL™, foi adicionado como indculo.
Os erlenmeyers foram incubados em estufa DBO (demanda bioguimica de oxigénio) a 30
°C por um periodo de 10 dias. Erlenmeyers com o mesmo meio, ndo inoculados,
correspondendo ao tratamento controle, foram mantidos.

As avaliacBes do P na solucdo foram feitas ap6s 1 (T1), 4 (T2), 7 (T3) e 10 (T4) dias da
inoculacdo, retirando-se 5 mL da cultura de cada frasco. As culturas foram centrifugadas a
10.000 g por 5 minutos e o sobrenadante foi filtrado (papel Whatman N° 40). O f6sforo na
solucéo (filtrado) foi determinado por espectrofotometria (660 nm) segundo procedimento
descrito por Tedesco et al. (1995).

O pH do sobrenadante foi determinado por peagdbmetro e o nimero de esporos foi
quantificado em camara de Neubauer. Ao final do periodo de incubacdo, o micélio de cada
tratamento foi lavado com &gua destilada e seco a 70 °C por 72 h ou até peso constante
para estimativa da biomassa seca.

O delineamento experimental foi do tipo inteiramente casualizado em arranjo fatorial de 11
(10 isolados e controle) x 4 épocas de avaliacdo (T1, T2, T3 e T4), em trés repeticdes. As
variaveis analisadas foram P soltvel, pH e nimero de esporos. Andlises de correlacéo
simples foram feitas entre P soltvel, pH e nimero de esporos.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5 % de probabilidade utilizando-se o programa Statistica 5.0 (Statsoft,
1997).

Os dados de P solavel foram utilizados no célculo de incremento (Weber et al., 2004)
proporcionado pelos FSP, utilizando a férmula 100[(X-Y)/Y], em que X representou o

tratamento inoculado com FSP e Y o tratamento controle.
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Resultados e Discusséo

Houve efeito dos fatores e da interacdo entre isolados e épocas de avaliacdo para todas as
variaveis analisadas, em ambas as fontes de fosfato.

No primeiro e quarto dia de avaliacdo (T1 e T2), ndo houve diferenca entre os tratamentos
controle e os isolados; o Unico isolado que apresentou pouco potencial de solubilizagcdo em
ambas as fontes de P e permaneceu estatisticamente igual ao controle em T3 e T4 foi 0
FSP 94 (Tabelas 1 e 2).

Constatou-se que 90 % dos isolados apresentaram potencial de solubilizacdo do
superfosfato simples e fosfato monoaménico no sétimo dia de avaliacdo (T3), com valores
médios 23 % e 22 % superiores ao controle, respectivamente, com reducéo apods este tempo
(Tabelas 1 e 2). Segundo Barroso e Nahas (2008), esta reducdo da disponibilidade de P
esta relacionada ao aumento do desenvolvimento flngico, que acarreta maior captacdo de
fosfato solGvel pelo fungo para seu préprio crescimento, tanto vegetativo quanto
reprodutivo. No 10° dia (T4) o numero de esporos foi maior (Tabelas 1 e 2), sendo
provavel que os FSP testados tenham também mobilizado parte da fonte de fosfato em seu
micélio contribuindo para a diminuicdo na quantidade de P soltvel. Claramente observado
pelos resultados do FSP 94, que apresentou maior nimero de esporos, em contraste, a
concentracdo de P soltvel ndo diferiu do controle. Por outro lado, os isolados FSP 39
(MAP e SFS) e FSP 220 (SFS) também apresentaram em T4 alto P solGvel, o que pode
estar relacionado ao metabolismo de crescimento destes isolados.

Todos isolados, com excecdo do FSP 94, solubilizaram o P das duas fontes de fosfato em
T3, porém os isolados FSP 28 e FSP 220 destacaram-se dos demais por terem 0s maiores
valores de P solGvel em MAP e em SFS (840 e 560 pug mL™), respectivamente, sendo as
taxas de incremento em relacdo ao controle de 29 % e 44 %. A inoculacdo destes FSP em
experimentos em casa de vegetacdo ou em campo poderia reduzir as doses de MAP e SFS
aplicadas, possibilitando a diminuicdo dos custos com insumos agricolas. Essa maxima
solubilizacdo obtida ap0s sete dias da inoculacdo, corrobora resultados obtidos por Achal
et al. (2007) e Mittal et al. (2008), que constataram aumento de P sollvel a partir da
solubilizacdo de fosfato tricalcico e fosfato de rocha/india (4,7 e 248 pg mL™,
respectivamente) por Aspergillus spp. Da mesma forma, Saber et al. (2009) registraram
valores maximos de solubilidade de P a partir de fosfato de rocha/Egito soluvel por
Aspergillus niger (67 pg mL™) e Penicillium sp. (46,2 pg mL™) também no 7° dia de
experimento. Embora fatores como a imobilizacdo de P no micélio fingico e o uso de P

para crescimento e reproducdo dos fungos possam explicar os resultados obtidos no 7° dia
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deste trabalho e dos demais, mais estudos sdo necessarios para elucidarmos os fatores
responsaveis por tal resposta.

A maioria dos isolados em T3, para ambas as fontes de fosfato, mostrou alta taxa de
solubilizacdo de P e baixo nimero de esporos (Tabelas 1 e 2), enquanto que o espécime
FSP 94 apresentou em ambos os tempos (T3 e T4) maior numero de esporos € menor
concentracdo de P sol(ivel, porém n&o houve correlagdo (r* = -0,05 MAP; r* = -0,01 SFS; n
= 132; p<0,05) entre nimero de esporos e P soltvel.

Reyes et al. (1999) e Yadav e Tarafdar (2003) constataram correlacdo negativa entre
biomassa (estruturas vegetativas e reprodutivas) e solubilizagdo de P sugerindo a
ocorréncia de um mecanismo de bomba de H+ envolvido na solubilizagdo de pequenas
quantidades de fosfato pelo fungo, permitindo assim o desenvolvimento de maior
biomassa.

Esses autores também sugerem que os isolados com baixa biomassa podem translocar
carbono para produzir diferentes tipos e maior quantidade de acidos organicos para
solubilizar mais P, isso é reforcado pelos dados, em T4, entre biomassa seca e numero de
esporos, onde 0 aumento de biomassa foi acompanhado pelo crescente nimero de esporos.
O isolado FSP 39 apresentou as menores taxas dessas varidveis e alta taxa de P sollvel,
enquanto o FSP 94 apresentou os maiores valores em nimero de esporos e biomassa seca e
baixa solubiliza¢do, indicando que maior desenvolvimento e esporulacdo ndo estdo
relacionados a maior solubilizacéo de P (Figura 1; Tabelas 1 e 2).

Os resultados sugerem que os isolados podem possuir estratégias metabolicas distintas,
refletindo a falta de correlacdo e respostas distintas em relacdo a solubilizacdo e producéo
de micélio e esporos. Ressalta-se a necessidade de mais estudos sobre a fisiologia destes
fungos visando a selecdo de micro-organismos eficientes.

Relatos anteriores demonstraram correlacdo negativa entre o desenvolvimento e a
reproducdo dos fungos e o pH do meio devido a afinidade desses micro-organismos em
crescer em ambiente acido (YYadav e Tarafdar, 2003; Barroso e Nahas, 2005; Rousk et al.,
2009). Porém, neste estudo n&o foi constatado correlacéo entre estas variaveis (r> = 0,14
MAP; r* = -0,01 SFS; n = 132; p<0,05), apesar de ter havido aumento do nimero de
esporos e diminuicdo do pH.

A reducdo do pH do meio, observada neste estudo (Tabelas 1 e 2), sugere um efeito da
producdo de acidos organicos na solubilizacdo do fosfato, o que é confirmado pela anélise
de correlacéo entre o pH e a quantidade de fosfato solubilizado (r*=-0,47 MAP; r* = -0,68

SFS; n = 132; p<0,05). Relatos demonstraram correlacdo negativa similar entre estes
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fatores (Alam et al. 2002; Pradhan e Sukla 2005; Silva Filho et al. 2002; Souchie et al.
2007; Kang et al. 2008).

No entanto, outros trabalhos mencionam auséncia de correlacdo, sugerindo que a
quantidade de &cidos produzida pelos fungos pode ser a mesma, mas a eficacia da
solubilizacdo pode ser diferente, em decorréncia do tipo de &cido produzido (Barroso e
Nahas 2005; Mittal et al. 2008).

Além disso, a diminuicdo do pH do meio de cultura pode ser resultado da absor¢édo de ion
seletivo pelos fungos, e ndo um efeito direto da producdo de acido organico, segundo
Cerezine et al. (1988). Salienta-se ainda, que a solubilizacdo pode ser devida a excrecdo do
préton H* e depende do tipo de micro-organismo e fonte de fosfato (Illmer et al., 1995).
Este é o primeiro relato de solubilizacdo de fosfato monoamonico e superfosfato simples in
vitro por Aspergillus spp. e Penicillium spp., indicando que estes isolados podem servir
como solubilizadores destes tipos de fosfatos, quando inoculados em solos onde 0 MAP ou
SFS séo utilizados como fertilizante. O uso em conjunto dos FSP com estas fontes otimiza
0 aproveitamento do P e reduz custos com insumos agricolas e impactos gerados pelo
excesso de adubacao fosfatada, pois ainda que o MAP e o SFS apresentem solubilidade em
agua, estes fosfatos podem tornar-se rapidamente adsorvidos ou fixados no solo, devido
suas propriedades fisicas, como aeracdo, retencdo de agua, compactacdo, estruturacao, e
época de aplicacdo do P. Do periodo de incubacdo, o sétimo dia de avaliacdo foi o que
apresentou maior potencial de solubilizacdo para ambas as fontes de fosfato.

Ressalta-se, entretanto, a necessidade de mais estudos sobre o metabolismo destes isolados,
quais as substancias responsaveis pela solubilizacdo de P, bem como os fatores que podem
afetar esta producdo. Tais respostas poderdo contribuir para selecionar e ofertar inoculantes
de FSP para areas agricolas, assim como para manejar melhor as populac@es autoctones de
forma a diminuir o uso de fosfatos, mediante um melhor aproveitamento do P existente ou

adicionado ao solo e do formado pela aplicagdo de fontes fosfatadas.
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Tabela 1. Valores médios de P soltvel, pH e nUmero de esporos em meio de cultivo GL liquido suplementado com fosfato monoaménico (MAP)

e inoculado com isolados de fungos solubilizadores de fosfato (FSP), em diferentes épocas de avaliacao.

Isolados P soltvel (ug mL™) pH NE (x 10" spores mL™)

T1 1 % T2 1 % T3 1 % T4 1% | T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4
C 650 aA 710 aA 650 bA 650 cA 6,2 abA 6,1 aA 6,1 aA 6,2 aA 0,0dA 0,0fA 0,0eA O0,0fA
PSF 9 710 aC 09 770aB 08 800aA 23 740 abB 14 | 5,8 bcA 4,8bcC 5,4bB 5,4 bB 18bD 5,7cC 8,9cB 23,0 cA
PSF 28 710 aC 09 770aB 08 840aA 29 710bC 09 | 5,6 cdeA 3,5dB 3,5¢cB 3,5¢cB 1,2bcC 1,6deC 27dB  4,1eA
PSF 39 680 aB 05 730aB 03 800aA 23 790 aA 22 | 52fA 3,8 cdB 3,5cC 3,7cBC 1,2bC 1,6deB 21dB 3,0eA
PSF 57 650 aC 00 750aB 06 800aA 23 750aB 15 | 5,7 cdeA 3,8 cdB 3,9cB 3,9cB 05cdD 1,3eC 23dB  3,1eA
PSF 94 660 aB 02 740aA 04 690 bB 06 620cB -05 | 6,2 abA 5,1 abB 6,0 abA 5,9 abA 43aD 8,4abC 35,3aB 96,6 aA
PSF 145 | 690 aC 06 750aB 06 800aA 23 740abB 14 | 5,3 efA 4,6 bcdB 5,6 abA 5,8 abA 18bC 2,6dB 3,1dB  3,8eA
PSF 169 | 680 aC 05 710aBC 00 8l10aA 25 750aB 15 | 6,3aA 5,3 abA 5,3 bA 5,8 abA 1,8bC 24deBC 3,7dB 49eA
PSF 198 | 720 aB 11 790aB 11 830aA 28 740 abB 14 | 5,4 defB 5,3 abB 5,5abAB 5,8 abA 49aC 6,8 bcB 8,6 cB 10,9 dA
PSF 212 | 670aC 03 710aB 00 790 aA 22 730 abB 12 | 5,6 cdefA 4,8 bcB 5,6 abA 5,6 abA 1,3bB  2,2deB 3,2dA 3, 7eA
PSF 220 | 680 aB 05 730aB 03 770aA 18 710bB 09 | 6,0 abcA 5,6 abB 5,6 abB 5,7abAB | 55aD 8,9aC 19,7bB 47,0bA
CV (%) 4,369 4,926 6,703

Meédias seguidas da mesma letra, minuscula na coluna e maiiscula na linha, nao diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05). NE = niimero de esporos; C = controle; | =
incremento {100[(X-Y)/Y], X = tratamento inoculado com FSP e Y = tratamento controle}; CV = coeficiente de variacdo. T1 = 1° T2 =4° T3 = 7°e T4 = 10° dia ap6s a inoculacéo.
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Tabela 2. Valores médios de P soltvel, pH e nimero de esporos em meio de cultivo GL liquido suplementado com superfosfato simples (SFS) e

inoculado com isolados de fungos solubilizadores de fosfato (FSP), em diferentes épocas de avaliacao.

Isolados P soltvel (ug mL™) pH NE (x 10" esporos mL™)

T1 1% T2 1% T3 1% T4 1% | T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4
C 390 aA 420 aA 390 cA 400 cA 3,6aA 35abA 3,6 bcdA 3,6 bcA 0eA 0eA 0eA 0 fA
PSF 9 390 aC 00 450aB 07 470 bA 21 450bB 13 | 3,4aA 3,0dB 3,5 cdA 3,7bA 34 hC 49 bC 108 bB 235 bA
PSF 28 380 aC -03 460 aB 10 500 abA 28 470bB 18 | 35aA 29dB 3,3dA 3,3CcA 17 cdD 34bcdC 60cdB 77 deA
PSF 39 380 aC -03 430aB 02 480 bA 23 520aA 30 |40aA 29dA 3,5 cdA 3,9 abA 17 cdC 34bcdB  45dA 49 eA
PSF 57 440 aB 13 440aB 05 510abA 31 470bB 18 | 3,2aB 3,4abAB 3,9 abA 3,6 bcAB | 13 deC 19 dcC 33 dB 52 eA
PSF 94 430 aAB 10 450aA 07 400 cB 03 390cB -03 | 3,5aC 3,4 bcC 3,8abcB 4,0 abA 63 aD 78 aC 141aB 387 aA
PSF 145 | 390 aC 00 410aB -02 470bA 21 440bB 10 | 3,3aB  3,7aA 3,9 abA 3,9 abA 19 cdC 40bcBC 62cdB 115 cdA
PSF 169 | 380aC -03 440aB 05 510 abA 31 460 bB 15 [ 35aB 3,0dC 3,9 abA 3,8bAB | 28 bcC 48 bC 98 bB 161 cA
PSF 198 | 450 aAB 15 470aA 12 470 bA 21 430bB 08 | 3,0aC 3,7 abB 4,1aA 4,3 aA 24 bcdC 44 bBC 85bcB 153 cA
PSF 212 | 370aC -05 430aB 02 480 bA 23  440bB 10 [ 3,4aB 3,0dC 3,9 abA 3,9 abA 14 dC 24 cdBC 38dB 49 eA
PSF 220 | 440 aB 13 450aB 07 560 aA 44 520 aA 30 | 3,1aC 3,1 cdC 4,1 aB 4,3aA 17 cdD 31lbcdC 50cdB 98 cdA
CV (%) 3,666 1,875 4,094

Médias seguidas da mesma letra, mindscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05). NE = numero de esporos; C = controle; |
= incremento {100[(X-Y)/Y], X = tratamento inoculado com FSP e Y = tratamento controle}; CV = coeficiente de varia¢do. T1 =1° T2 =4° T3 =7°e T4 = 10° dia apds a

inoculacao.
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Figura 1. Valores médios de biomassa seca (g 50 mL™) e nimero de

esporos (x 10*° esporos mL™) de isolados de fungos solubilizadores
de fosfato (FSP) cultivados em meio GL liquido suplementado com
(a) fosfato monoamdnico (MAP) e (b) superfosfato simples (SFS),
no 10° dia (T4) de incubagdo. o = biomassa seca; m = numero de

esporos.
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4. SOLUBILIZACAO DE FOSFATOS IN VITRO POR FUNGOS ISOLADOS DE
RIZOSFERA DE VIDEIRAS (Vitis vinifera L. CV. CABERNET SAUVIGNON) ?

2 A ser submetido para publicagido como Coutinho, F.P., Yano-Melo, A.M. 2012. Solubilizagdo de fosfatos in
vitro por fungos isolados de rizosfera de videira (Vitis vinifera L. cv. Cabernet sauvignon). Applied Soil Ecology.
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4. SOLUBILIZACAO DE FOSFATOS IN VITRO POR FUNGOS ISOLADOS DE
RIZOSFERA DE VIDEIRA (Vitis vinifera L. CV. CABERNET SAUVIGNON)

Resumo

Diversos micro-organismos do solo, incluindo bactérias e fungos, tém a capacidade de
solubilizar diferentes formas de fosfatos, aumentando a disponibilidade do fdésforo (P) as
plantas. No presente estudo a capacidade e o potencial de solubilizacdo de fontes de fosfato
por fungos isolados de rizosfera de videira foram investigados. A partir do solo rizosférico de
videira foram isolados 220 espécimes de fungos solubilizadores de P (FSP), sendo 216
Aspergillus e 04 Penicillium. Destes, dez fungos foram selecionados a partir do indice de
solubilizacdo (IS) e testados a fim de avaliar a capacidade de solubilizar in vitro fontes de
fosfato (termofosfato, superfosfato simples, fosfato de rocha arad e fosfato monoamdonico). A
maioria desses espécimes apresentaram potencial de solubilizacdo das fontes de P, de
diminuicdo do pH do meio de cultura liquido e de aumento da biomassa seca. Os isolados
FSP 39, 145 e 220 mostraram maxima solubilizacdo de MAP, SFS, TEF e FRA e maiores
percentuais de eficiéncia de solubilizacdo na dosagem 10" esporos mL™. A solubilizacdo in
vitro de termofosfato, fosfato de rocha arad, fosfato monoamdnico e superfosfato simples
pelos fungos pode constituir alternativa para aproveitamento eficiente das fontes de P.
Palavras chave: fungos filamentosos; superfosfato simples; fosfato monoaménico;

termofosfato; fosfato de rocha arad

1. Introducéo

O fosforo (P) € essencial as plantas, porém os solos brasileiros apresentam baixo teor de
fosforo total (1,25 a 3,5 mg kg™ P), sendo a concentracdo de fosforo soltvel ainda mais baixo
(0,03 mg kg™ P) (Velazquez & Rodriguez-Barrueco, 2002), tornando necesséria a aplicacéo
de altas dosagens de adubos fosfatados para a obtencdo de alta produtividade (Yadav &
Tarafdar, 2003). A adubacdo fosfatada € realizada principalmente com fosfatos de baixa
solubilidade, para reduzir os custos de produgdo com fertilizantes, atingindo dosagens de
fosforo muito superiores as necessidades das culturas, pois a maior parte do adicionado torna-
se indisponivel as plantas (Omar, 1998).

Diversos micro-organismos do solo, incluindo bactérias e fungos, tém a capacidade de
solubilizar diferentes formas de fosfatos inorganicos, constituindo-se em alternativa viavel ao
melhor aproveitamento do fosforo existente no solo ou do adicionado na forma de fosfatos

naturais ou soltveis (Chang & Yang, 2009).
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Inimeros experimentos tém demonstrado que a utilizagio de micro-organismos
solubilizadores tem aumentado a disponibilidade e a absorcdo de fosforo, o crescimento e o
rendimento das plantas (Babana & Antoun, 2006; Mittal et al., 2008; Matias et al., 2009).
Desta forma, podem contribuir para reduzir custos, aumentar a produtividade e a lucratividade
das culturas. Entretanto, a fase fenoldgica da planta pode influenciar na atividade dos micro-
organismos, de modo que no solo ao redor das raizes a disponibilidade de determinada
quantidade de exsudatos poderia favorecer a microbiota da rizosfera (Bertin et al., 2003),
possivelmente promovendo o aumento da populacéo de FSP.

Os fosfatos inorganicos podem ser transformados em fosfatos sollveis por meio do
mecanismo de solubilizacdo, que ocorre principalmente devido a acdo de micro-organismos
do solo, mas também de plantas, pelos seus exsudatos radiculares (Bojinova et al., 2008;
Kumari et al., 2008). Esse mecanismo esta condicionado a producdo de &cidos organicos
(&cido citrico e oxalico) que propiciam a dissolucdo direta de fosfatos insollveis ou a
quelacdo de cations da molécula (Achal et al., 2007). Assim, o acido organico com
propriedade quelante apresenta cargas negativas que gquimicamente complexam o ion com
carga positiva (calcio, magnésio, ferro e manganés) liberando o fosfato soltvel (Carvalho et
al., 2005). No entanto, a intensidade da solubilizacdo é afetada por diversos fatores, entre 0s
quais 0 micro-organismo envolvido, o tipo e a concentracdo do fosfato e as condi¢Ges do meio
(teores de nutrientes) (Guarieb & Gadd, 1999).

Uma das culturas importantes na regido semiarida brasileira é a videira (Vitis vinifera L.), face
aos altos rendimentos alcancados devido a alta produtividade e qualidade da uva e de vinhos
(Freund, 2007). Por outro lado, esta cultura demanda grande quantidade de nutrientes,
consumindo com fertilizantes cerca de 10 % dos custos totais de producdo, sendo 6 %
destinado a adubacdo fosfatada (Albuquerque et al., 2009), o que justifica o desenvolvimento
de pesquisas visando o uso eficiente dos adubos fosfatados a partir da disponibilizacdo pelos
fungos, possibilitando a diminuigdo dos custos e estabelecendo a sustentabilidade do sistema
agricola. Das fontes fosfatadas empregadas na cultura da videira, o fosfato monoamdnico
(MAP) e o superfosfato simples (SFS) sdo bastante utilizados devido a solubilidade em agua
(MAP 44 % e SFS 16 %), compensando o alto custo destes fosfatos. Em contrapartida, o
termofosfato (TEF) e o fosfato de rocha arad (FRA) sd@ menos custosos, porém ha
necessidade de aplicacédo de &cido citrico para torna-los soltveis (TEF 14 % e FRA 9 %).
Ressalta-se que o estadio fenoldgico adequado para o isolamento fungico e o conhecimento da
capacidade e do potencial de solubilizacdo e dos mecanismos envolvidos na solubilizacdo de

fosfatos sdo de suma importancia, podendo contribuir de forma decisiva na utilizagdo destes



Coutinho, Flavia — Fungos solubilizadores de P na rizosfera de videira 48

micro-organismos como inoculantes ou no melhor manejo das populag¢ées autdctones do solo.
Em alguns casos, a aplicagdo de micro-organismos isolados do ambiente onde estdo adaptados
as condicOes edéaficas e onde serdo empregados resulta em melhor resposta no crescimento
vegetal (Caravaca et al., 2005).

Neste estudo foi avaliada a capacidade e o potencial de solubilizacdo de fontes de fosfato por
fungos isolados de rizosfera de videira (Vitis vinifera L. cv. Cabernet sauvignon),

determinando-se a dose de inoculo ideal para disponibilizacdo de P.

2. Material e métodos

2.1. Isolamento, pré-selecdo e identificacdo dos fungos

Fungos foram isolados da rizosfera de videiras (Vitis vinifera L. cv. Cabernet sauvignon) sem
porta-enxerto e sobre dois porta-enxertos (IAC 572 e 101-14) em trés fases fenologicas (pos-
poda, floracdo e colheita), na regido do submédio do Vale do S&o Francisco (Fazenda
Planaltino, ViniBrasil), Petrolina, Brasil (08°59'49"S, 40°16'19"W). Em cada porta-enxerto
(IAC 572, 101-14 e C. sauvignon) foram retiradas trés amostras compostas, perfazendo nove
amostras compostas para cada fenofase e totalizando 27 amostras de solo rizosférico.

Para obtencdo dos isolados fungicos, aliquotas de um mililitro de suspensées em série (1:1000
v/v) foram plaqueadas em meio de cultura GL s6lido (10 g glicose, 2 g extrato de levedura e
15 g agar) acrescido de K;HPO, e CaCl, ambos a 10 %, para produzir um precipitado de
fosfato inorganico (CaHPQ,), e incubadas por sete dias a 28 °C em estufa DBO (demanda
bioquimica de oxigénio). Os fungos que mostraram halo de solubilizacdo ao redor das
colbnias foram isolados e mantidos a 7 °C em tubos de ensaio contendo meio BDA (Batata
Dextrose Agar).

Alguns espécimes foram pré-selecionados com base no indice de solubilizacdo (IS) obtido da
relacdo entre diametro total (coldnia+halo)/didmetro da colénia para dar inicio aos
experimentos in vitro,. De acordo com o resultado, os isolados foram classificados em: IS <
1,13 = baixo; > 1,13 < 1,24 = médio; > 1,24 = alto (Edi-Premono et al. 1996 apud Alam et al.
2002). Aliquotas de 107 esporos mL™, quantificadas em camara de Neubauer, de cada isolado
de fungo solubilizador de fosfato (FSP) foram testadas em meio GL liquido (50 mL) contendo
CaHPO,4 com pH ajustado para 6,5, em trés repeti¢cbes. Os Erlenmeyers foram incubados em
estufa DBO a 30 °C por periodo de sete dias. O fosforo soluvel (filtrado) foi determinado por
espectrofotometria (660 nm) segundo Tedesco et al. (1995). Este pré-teste selecionou apenas
os fungos que produziram valores de P soltvel igual ou superior a 1500 ug mL™ para

prosseguir com as avaliagdes in vitro das demais fontes de fosfato.
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Os fungos foram identificados em nivel especifico com base nos dados de sequéncias de
nucleotideos do ITS do rDNA. Os fragmentos de rDNA foram amplificados usando primers
fangicos universais, ITS1 e ITS4 (White et al., 1990). Dados de sequéncias de nucleétidos foram
comparados com os dados do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) utilizando a pesquisa do
BlastN.

2.2. Solubilizagéo de fontes de fosfato

Os FSP foram cultivados em Erlenmeyers contendo 50 mL de meio GL liquido suplementado
com termofosfato (TEF; 17 % P,0s), superfosfato simples (SFS; 18 % P,0s), fosfato de rocha
arad (FRA; 33 % P,0s) ou fosfato monoamonico (MAP; 48 % P,0s), correspondendo a 0,25
g P,0550 mL™, com pH do meio ajustado para 6,5. Um mililitro de suspensdo de esporos de
cada espécime, representando cerca de 10" esporos mL™, foi adicionado como inéculo. Os
Erlenmeyers foram incubados em estufa DBO a 30 °C por sete dias. Erlenmeyers nédo
inoculados, correspondendo ao tratamento controle, foram mantidos no mesmo sistema. O
fésforo solavel (filtrado) foi determinado por espectrofotometria (660 nm), a alteracdo do pH
por peagbmetro e o micélio foi lavado com agua destilada e seco a 70 °C por 72 h ou até peso
constante para estimativa da biomassa seca.

O delineamento experimental foi do tipo inteiramente casualizado em arranjo fatorial de 11
(10 isolados e controle) x 4 fontes de fosfato (TEF, SFS, FRA e MAP), em quinze repeticoes.
As variaveis analisadas foram P solGvel, pH e biomassa seca.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5 % de probabilidade utilizando-se o programa Statistica 5.0 (Statsoft, 1997).
Os dados de P soluvel foram utilizados no calculo de eficiéncia de solubilizacdo (ES) (Sharma
et al.,, 2007) proporcionado pelos FSP, utilizando a férmula 100[(X-Y)/Y], em que X
representou o tratamento inoculado com FSP e Y o tratamento controle.

2.3. Determinacao da dose ideal de inéculo de fungo solubilizador de fosfato

O efeito de diferentes concentrac¢des de indculo dos FSP foi testado para disponibilizacdo de
P. Para cada fonte de fosfato foi selecionado um espécime mais eficiente, e este foi cultivado
em Erlenmeyer contendo 50 mL de meio GL liquido suplementado com as diferentes fontes
de fosfato (TEF, SFS, FRA ou MAP), correspondendo a 0,25 g P,Os 50 mL™, com pH do
meio ajustado para 6,5. Um mililitro de suspensdo de esporos de cada isolado de FSP com
doses crescentes (10%, 10°, 10, 10° e 10* esporos mL™) foi adicionado como inéculo. Os
Erlenmeyers com os fungos e o controle foram incubados em estufa DBO a 30 °C durante
sete dias. Foram determinados: pH, biomassa seca, fosforo solivel e eficiéncia de

solublizac&o.
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Para cada fonte de P foi montado um experimento inteiramente casualizado, com 6
tratamentos de niveis (sem inéculo — controle e 5 niveis de indculo: 10% 10°, 107, 10° e 10
esporos mL™), em quinze repeticdes. As variaveis analisadas foram P soltvel, pH e biomassa
seca.

Os dados foram submetidos & analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5 % de probabilidade utilizando-se o programa Statistica 5.0 (Statsoft, 1997).

3. Resultados e Discusséo

3.1. Isolamento, pré-selecdo e identificacdo dos fungos

Foram isolados da rizosfera de videira 220 espécimes de FSP, sendo 216 Aspergillus e 04
Penicillium. Considerando-se a fase fenoldgica da planta, observou-se maior nimero de FSP
na rizosfera durante a pés-poda (52,3 %), seguido de floracdo (32,3 %) e de colheita (15,4 %)
(Figura 1). Segundo Bertin et al. (2003), no inicio da fase vegetativa a planta esta em intenso
desenvolvimento, contribuindo com a atividade dos micro-organismos, de forma que no solo
ao redor das raizes haveria maior quantidade de exsudatos, favorecendo a microbiota e
promovendo aumento da populacdo. Desse modo, a reducdo da quantidade de micro-
organismos esta relacionada a exsudacdo radicular decrescente apds os estadios iniciais de
crescimento da planta (Graham et al., 1981 apud Andrade e Silveira, 2004).

IAC 572 W101-14 OC sauvignon
80
70
&0
50
40
30 +

Al b i

Pospaoda Floragio Colheita

Niamero de isolados

Fase fenologica

Figura 1. Numero de fungos solubilizadores de fosfato isolados da
rizosfera de videiras (Vitis vinifera L. cv. Cabernet sauvignon) sem
porta-enxerto e sobre dois porta-enxertos (IAC 572 e 101-14), em
trés fases fenologicas (pos-poda, floracdo e colheita), na regido do
submédio do Vale do S&o Francisco, Petrolina, Brasil.
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Em relagdo as rizosferas dos porta-enxertos de videira, o IAC 572 apresentou maior nimero
de fungos solubilizadores de fosfato (55 %), enquanto que 101-14 e C. sauvignon
apresentaram 29,5 % e 15,5 %, respectivamente (Figura 1). Possivelmente esse resultado esta
relacionado ao elevado vigor apresentado pelo porta-enxerto IAC 572, contribuindo para
maior extensao radicular e permitindo a planta explorar maior volume de solo e produzir mais
exsudatos radiculares, ampliando e intensificando a atividade fangica (Bordin et al., 2003).

Os espécimes (220 isolados) produziram halo de solubilizacdo de fosfato de 13 a 63 mm de
diametro. Esses resultados diferem dos apresentados por Nopparat et al. (2007) e Mittal et al.
(2008), que relataram zona de solubilizacdo de P em torno das col6nias flngicas bem menor
(10 a 22 mm e 1 a 15 mm), respectivamente, para 30 isolados de Aspergillus sp. e 22
espécimes (12 Aspergillus e 10 Penicillium) da rizosfera de diversas culturas (arroz,
beringela, cana de acgucar, ervilha, milho, mostarda e orquidea), demostrando que isolados de
mesmos géneros podem apresentar respostas diferentes, o que estd relacionado ao
metabolismo de crescimento de cada fungo e potencial de solubilizacéo.

O indice de solubilizacéo (IS) variou de 1,0 a 1,43, observando-se maior fregtiéncia de fungos
com IS classificado como baixo (167 isolados - 76 %), seguido por IS médio (44 isolados - 20
%) e alto (9 isolados - 4 %). Como a maioria dos isolados apresentou rapido crescimento e
considerando que o IS ¢ calculado de acordo com o tamanho do halo de solubilizagdo e do
crescimento fangico, quando maiores o halo e a col6nia, menor sera o IS destes FSP.

Dos 220 isolados, 32 foram pré-selecionados com base no IS e de forma aleat6ria em relacédo
ao periodo fenoldgico e a origem (Tabela 1). Ap6s sete dias de incubacdo, foi observada
variagdo de 520 a 1940 pg ml™ de P solGvel, corroborando resultados relatados por Nahas et
al. (1994) e Mittal et al. (2008), que constataram solubilizacdo de CaHPO,, 600 a 1359 g
mL™* e 22 a 1140 pg mL™, respectivamente, por Aspergillus spp. e Penicillium spp.
Entretanto, em outros relatos os valores maximos (495 pg mL™) de solubilidade de P por
Aspergillus sp. e Penicillium sp. (Pradhan et al., 2005; Kang et al., 2008; Singh et al., 2011,
Yadav et al., 2011), n3o ultrapassaram o valor minimo (520 pg mL™) observado neste estudo.
Dos 32 FSP, dez produziram quantidade de fésforo soltvel igual ou superior a 1500 pg mL™
(Tabela 1). Contudo, 40 % dos isolados (FSP 9, FSP 28, FSP 198 e FSP 220) com alta
habilidade para solubilizar CaHPO, em meio liquido, mostraram baixo IS em meio sélido
contendo fosfato de calcio. Silva Filho e Vidor (2000) sugerem que em meio sélido os ions
fosfato seriam complexados em uma forma mais cristalina e fixados devido ao estado fisico

do meio, possivelmente dificultando a solubilizag&o.
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A combinacdo dos métodos para selecdo dos fungos solubilizadores de fosfato em meio

solido e em meio liquido teve mais eficicia que a utilizagdo de uma Unica técnica, visto que o

método tradicional (indice de solubilizacao) para selecdo néo foi totalmente confiavel.

Tabela 1. Fungos solubilizadores de fosfato (FSP) isolados de solos rizosféricos de videira (Vitis
vinifera L. cv. Cabernet sauvignon) sem porta-enxerto e sobre dois porta-enxertos (IAC 572 e 101-
14), em trés fases fenoldgicas (p6s-poda, floragéo e colheita), em Petrolina/PE, Brasil.

Diametro (mm) em

Origem meio de cultura GL P soluviel
s Fase (semou i (ug ml™)
Isolado Especie fenologica  com porta- —S0do + CaHPO, 'S (GL liquido
enxerto) Colénia  Total* + CaHPO,)
Fsp7  Aspergillus aculeatus lizuka  Colheita 101-14 35 40 1,14 (médio) 1260
FSpg A aculeatus Colheita 101-14 35 39 1,11 (baixo) 1520
Aspergillus tubingensis
FSP28 M Colheita  C. sauvignon 38 43 1,13 (baixo) 1940
osseray

Aspergillus brasiliensis

FSP35 Varga, Frisvad & Samson Pds-poda 101-14 51 59 1,15 (médio) 940

FSpP3g9 A tubingensis P6s-poda 101-14 41 48 1,17 (médio) 1520
Penicillium sclerotiorum
FSP47 ) £ 1. Beyma P6s-poda 101-14 19 22 1,15 (médio) 960
FSp52 A brasiliensis Pos-poda 101-14 41 51 1,24 (médio) 890
Fspse A brasiliensis P6s-poda 101-14 47 52 1,1 (baixo) 1230
FSP57  A.tubingensis P6s-poda 101-14 39 46 1,17 (médio) 1560
FSPe9 A aculeatus P6s-poda IAC 572 35 40 1,14 (médio) 1110
FSP79 A aculeatus Pés-poda IAC 572 30 35 1,16 (médio) 1270
Fspge A aculeatus P6s-poda IAC 572 39 45 1,15 (médio) 1090
FSP92 A aculeatus P6s-poda IAC 572 4 50 1,21 (médio) 660
FSpo4  Penicillium citrinum Thom Pos-poda IAC 572 16 23 1,43 (alto) 1500
FSP9s A aculeatus P6s-poda IAC 572 34 45 1,32 (alto) 1310
FSPg9 A aculeatus Pés-poda IAC 572 36 40 1,11 (baixo) 810
FSP101 A aculeatus P6s-poda IAC 572 30 42 14 (alto) 1290
FSP104 A aculeatus P6s-poda IAC 572 34 48 1,41 (alto) 1010
FSP142 A. tubingensis Pos-poda  C. sauvignon 37 41 1,1 (baixo) 900
FSp145 A. brasiliensis Pés-poda  C. sauvignon 32 38 1,18 (médio) 1560
FSp146 A. brasiliensis Pés-poda  C. sauvignon 30 40 1,33 (alto) 890
Fsp152 A brasiliensis Floragio 101-14 40 46 1,15 (médio) 920
FSp165 A. brasiliensis Floragdo 101-14 47 52 1,1 (baixo) 1250
FSp169 P. sclerotiorum Floragdo 101-14 11 13 1,18 (médio) 1650
FSp175 A brasiliensis Floragdo IAC 572 52 63 1,21 (médio) 570
FSP190 A. brasiliensis Floragdo IAC 572 40 50 1,25 (alto) 520
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FSp19g A. brasiliensis Floracio IAC 572 41 46 1,12 (baixo) 1850
FSp199 A. brasiliensis Floracgio IAC 572 36 49 1,36 (alto) 1210
FSp207 A brasiliensis Floracio IAC 572 38 50 1,31 (alto) 610
FSp210 A. brasiliensis Floracio IAC 572 42 55 1,3 (alto) 610
Fsp212 A brasiliensis Floragio  C. sauvignon 33 40 1,21 (médio) 1570
FSp220 A aculeatus Floragdo  C. sauvignon 20 22 1,1 (baixo) 1590

*Diametro total = diametro do halo + colénia; Indice de solubilizagio (IS) = diametro total/diametro da colénia. IS < 1,13 =

baixo; > 1,13 < 1,24 = médio, > 1,24 = alto. GL = glicose-extrato de levedura.

3.2. Solubilizacéo de fontes de fosfato

Dos 10 isolados selecionados e testados para avaliacdo da capacidade de solubilizar in vitro
outras fontes de fosfato (TEF, SFS, FRA e MAP), a maioria apresentou potencial de
solubilizacdo das fontes de P, diminuicdo do pH do meio de cultura liquido e aumento da
biomassa seca dos fungos (Tabela 2).

Os isolados FSP 39, 57, 169, 198, 212 e 220 (MAP), FSP 28, 39, 57, 198, 212 e 220 (SFS),
FSP 39 (TEF), FSP 145 e 198 (FRA) destacaram-se dos demais por produzirem os maiores
valores de P soluvel, apresentando ainda baixo pH e alta biomassa seca (Tabela 2). Narsian &
Patel (2000) demonstraram resultado similar em relacdo a solubilizacdo de fosfato de rocha
(33 % P,0s) por Aspergillus aculeatus lizuka (45,8 pg mL™). Diferentemente, Reddy et al.
(2002) ao avaliarem a capacidade de Aspergillus niger Tiegh. (=Aspergillus brasiliensis)
quanto a solubilizacdo de fosfatos de rocha (32,9 a 33,3 % P,0s) constataram variacdo de 20 a
37 ug mL™* de P soltvel. Estas diferencas podem ser atribuidas a eficiéncia dos isolados como
sugerido por Xiao et al. (2008) e Chang & Yang (2009).

A eficiéncia de solubilizacdo (ES) em relagdo ao controle foi de 11,84 % (MAP), 34,70 %
(SFS), 105,00 % (TEF), 313,23 e 335,47 % (FRA), respectivamente para FSP 220, FSP 39,
FSP 198 e FSP 145. A eficiéncia na solubilizacdo de fontes menos soltveis como TEF e FRA
por FSP, em especial os isolados FSP 39, 198 e 145 é indiscutivel, podendo reduzir
sobremaneira a quantidade destes fertilizantes aplicados ao solo e consequentemente
diminuindo o impacto do excesso de insumos e custos de producdo (Sharma et al., 2008;
Khan et al., 2010). Apesar de 0 MAP e o SFS serem fontes mais sollveis em agua (MAP 44
% e SFS 16 %), parte do P pode tornar-se adsorvido ou convertido a compostos muito pouco
solaveis, principalmente em solos mais argilosos (Machado et al., 2011). Dessa maneira, alem
de aumentar a solubilidade do MAP e SFS em quase 12 e 35 %, respectivamente, a aplicacao
do FSP 220 poderia otimizar o aproveitamento desses fertilizantes fosfatados adicionados ao

solo.
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Os FSP podem representar uma alternativa para aumentar a disponibilizacdo de P,
possibilitando a reducdo das dosagens das fontes de P testadas e a diminuigdo dos custos com
insumos agricolas. Além disso, podem contribuir para reducdo dos impactos gerados ao meio
ambiente pelo excesso de adubacdo fosfatada, considerando que as fontes sollveis sdo
rapidamente adsorvidas ou fixadas ao solo e os fosfatos naturais e termofosfatos apresentam
insolubilidade em &gua.
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Tabela 2. Valores médios de P soltvel, pH e biomassa seca em meio de cultivo GL liquido suplementado com fontes de fosfato e inoculado ou ndo com
fungos solubilizadores de fosfato (FSP), ap6s 7 dias de inoculagao.

Isolados P solavel (ug ml™) pH BS (g 50mL™)

MAP ES% SFS ES% TEF ES% FRA ES% | MAP SFS TEF FRA MAP SFS TEF FRA
Controle 741,8bcd - 388,1c - 105,99 - 10,8f - 5,73ab 4,05ab 7,20ab 7,20a of 0b 0b Oc
FSP 9 692,7d 0,00 448,5b 15,56 100,69 0,00 15,4cdef 42,65 1584 a 348de 7,05b 4,64 ¢ 0,2408 b 1,0751a 1,6015a 0,9551ab
FSP 28 744,4hcd 3,50 471,7ab 21,54 160,8c 51,84 18,6bcde 71,69 | 3,31¢g 3,28 e 6,13cd 594c 0,0706 e 1,0683a 1,0730a 0,9811a
FSP 39 789,4ab 6,42 474,6ab 22,23 210,2a 105,00 20,6bc 90,47 | 4,00 f 3,50de 598cd 596¢c 0,1162 d 1,1172a 1,7202a 0,8826 ab
FSP 57 781,3abc 5,32 471,5ab 21,49 192,6b 81,87 24,1b 123,03 | 3,17 ¢ 394ab 6,29c 590c 0,0696 e 1,1052a 1,2424a 0,8957 ab
FSP 94 713,2cd 0,00 432,1bc 11,34 138,0de 30,31 13,1def 21,28 | 5,53bc 3,81bc 5,90d 6,59 b 0,2341 b 1,0989a 1,1375a 0,8977 ab
FSP 145 743,6bcd 0,10 432,8bc 11,52 144,5cd 36,45 49,5a 335,47 | 4,32 ¢ 3,93ab 6,33¢c 4,96 e 0,1793 ¢ 1,1126a 1,6606a 0,8775b
FSP 169 767,0abc 3,40 456,5b 17,62 135,8def 28,23 17,0bcdef 57,63 1 590a 3,93ab 5,37e 534d 0,2874 a 1,1168a 1,1215a 0,9228 ab
FSP 198 801,4ab 8,03 466,9ab 20,30 131,1def 23,80 44,7a 313,23 | 5,11 d 412 a 7,57 a 5,04de | 0,1672¢c 1,1061a 1,0954a 0,9043ab
FSP 212 794,0ab 7,03 481,6ab 24,10 124,3ef 17,37 22,1bc 104,16 | 5,48 ¢ 39lab 743a 573c¢ 0,1829 ¢ 1,0774a 1,5277a 09173 ab
FSP 220 829,6a 11,84 522,4a 34,70 118,0fg 11,42 12,0ef 10,82 | 5,00d 359cd 7,32ab 6,49b 0,2595 ab 1,1402a 1,3889a 0,9552 ab
CV (%) 4,369 3,666 3,487 4,521 4,926 1,875 2,0185 3,408 6,703 4,294 5,480 4,921

Médias seguidas da mesma letra, mindscula na coluna, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05). BS = biomassa seca; ES = eficiéncia de solubilizagdo {100[(X-Y)/Y], X =
tratamento inoculado com FSP e Y = tratamento controle}; CV = coeficiente de variacdo. MAP = fosfato monoaménico; SFS = superfosfato simples; TEF = termofosfato; FRA = fosfato de rocha
arad.
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3.3. Determinacéo da dose de in6culo de FSP

Os isolados FSP 39, 145 e 220 mostraram méxima solubilizacdo e maiores percentuais de ES
a partir do nivel 107 esporos mL™ (Tabela 3). Contudo, o FSP 39 proporcionou 0s maiores
valores de P soltvel e ES na dosagem 107 esporos mL™, com reducéo destas taxas apés este
nivel. Segundo Barroso e Nahas (2008) a reducdo na solubilizacdo estd relacionada ao
aumento do crescimento fungico, que acarreta maior captacdo de fosfato sollvel para seu
préprio desenvolvimento, mesmo que a biomassa seca ndo tenha apresentado diferenca
estatistica entre as dosagens. Desse modo, a biomassa do fungo mobiliza parte da fonte de
fosfato em suas estruturas contribuindo para a diminuicgéo do P soluvel e da ES.

A solubilizagdo in vitro pelos isolados FSP 220, 39 e 145, na concentracdo de 10" esporos
mL™ para 5 g P,Os kg™, reduziu em 11,8 % o uso de MAP; 34,6 % do SFS; 98,5 % do TEF; e
238,4 % do FRA. Estas reducdes indicam a possibilidade de utilizacdo desses isolados
visando a inoculacédo controlada.

A capacidade solubilizadora é frequentemente associada a producéao de acidos, ou seja, com 0
decréscimo do pH do meio a solubilizacdo de P aumenta, o que é confirmado pela analise de
correlacdo entre o pH e a quantidade de fosfato solubilizado (r = -0,99 TEF; r=-0,98 FRA; r
=-0,99 MAP; r = -0,98 SFS; p<0,01). Correlacdo negativa entre essas variaveis foi observada
por Nenwani et al. (2010), Singh et al. (2011) e Yadav et al. (2011).

A reducdo do pH também é correlacionada negativamente com a biomassa fungica (YYadav e
Tarafdar, 2003; Barroso e Nahas, 2005; Rousk et al., 2009), visto que a producdo de &cidos
organicos é influenciada pelo crescimento do fungo. Foi observada correlacdo negativa entre
biomassa e pH (r=-0,55 TEF; r=-0,63 FRA,; r = -0,54 MAP; r = -0,65 SFS; p<0,01), fato que
pode estar relacionado a qualidade do acido organico produzido pelos isolados de FSP
(Magnuson & Lasure, 2003), o que consequentemente pode resultar em variacdo na eficiéncia

de solubilizacdo de P, como observado por Akintokun et al. (2007) e Kumari et al. (2008).
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Tabela 3. Valores médios de P soltvel (ug ml™), pH e biomassa seca (g 50mL™) em meio de cultivo GL liquido suplementado com fontes de
fosfato e inoculado ou ndo com diferentes concentracées de fungos solubilizadores de foafato (FSP), ap6s 7 dias de inoculagao.

FSP 220 FSP 220 FSP 39 FSP 145
N° de esporos MAP SFS TEF FRA
PS ES% pH BS PS ES% pH BS PS ES% pH BS PS ES% pH BS

Controle 741,83 ¢ 591a 0,00b | 388,13b 3,94a 0,00c 102,43e 7,20a 0,00c 11,38c 7,20a 0,00b
10° 767,83 bc 35 5/71b 0,27a | 454,20b 17,0 3,74b 1,13b 122,80d 19,9 6,56b 1,14b 39,74b 249,2 5,55b 0,81a
10° 789,28 hc 6,4 595a 0,27a | 482,68b 244 358b 1,18ab | 136,73c 335 6,28bc  1,37ab | 40,03b  251,8 4,73c 0,87a
10’ 829,63 a 11,8 5,73b 0,28a | 522,98a 34,7 3,68b 1,19ab | 210,18a 1052 6,04c 1,4lab | 49,56a 3355 5,06bc 0,89
10° 803,40 ab 83 6,02a 0,29a | 516,50a 331 4,00a 1,19ab | 157,48b 53,7 6,13c 1,56a 47,66a  318,8 4,67c 0,96a
10" 794,20 abc 7,1 595a 0,30a | 496,28a 279 39% 123a 135,98¢c 32,8 6,09c 1,59a 46,94a  312,5 5,46b 0,96a
CV (%) 4,369 4,926 6,703 | 3,666 1,875 4,294 3,487 2,0185 5,480 4,521 3,408 4,921

Médias seguidas da mesma letra, mindscula na coluna, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,05). PS = fosforo sollvel; ES = eficiéncia de solubilizacdo
{100[(X-Y)/Y], X = tratamento inoculado com FSP e Y = tratamento controle}; BS = biomassa seca; CV = coeficiente de variagdo. MAP = fosfato monoaménico; SFS =
superfosfato simples; TEF = termofosfato; FRA = fosfato de rocha arad.
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4. Conclusodes

A solubilizagdo in vitro pelos isolados FSP 39, 145 e 220, na concentracdo de 10" esporos
mL™ para 5 g P,Os kg™, reduz o uso de fontes fosfatadas (TEF, FRA, MAP e SFS), os
tornando aptos a participarem de programas visando a inoculacdo controlada, otimizando o
uso desses fertilizantes adicionados ao solo, de modo que contribuam para o desenvolvimento
de um sistema agricola sustentavel, tendo em vista a maior eficiéncia na utilizacdo de fontes

nao renovaveis.
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5. APLICACAO DE FUNGOS SOLUBILIZADORES DE FOSFATO E
MICORRIZICOS ARBUSCULARES EM MUDAS DE VIDEIRA (Vitis vinifera L.
CV. CABERNET SAUVIGNON) *

% A ser submetido para publicagdo como Coutinho, F.P., Yano-Melo, A.M. 2012. Aplicacéo de fungos
solubilizadores de fosfato e micorrizicos arbusculares em mudas de videira (Vitis vinifera L. cv. Cabernet
sauvignon). Soil and Tillage Research.
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5. APLICACAO DE FUNGOS SOLUBILIZADORES DE FOSFATO E
MICORRIZICOS ARBUSCULARES EM MUDAS DE VIDEIRA (Vitis vinifera L.
CV. CABERNET SAUVIGNON)

Resumo

O fosforo (P) € um dos principais elementos limitantes a producéo agricola mundial,
sendo necessaria a aplicacdo deste nutriente na forma de fertilizantes fosfatados. Os
fungos solubilizadores de fosfatos (FSP) desempenham importante papel no suprimento
de P as plantas, apresentando capacidade de solubilizar fosfatos existentes ou
adicionados ao solo. Além dos FSP, os fungos micorrizicos arbusculares (FMA)
também contribuem para aumentar a absorcdo de nutrientes devido a expansdo na area
de exploracdo do solo, incrementando o crescimento das plantas. Neste estudo foi
examinado o potencial de FSP, associados ou ndo a FMA, na promog¢éo do crescimento
de videiras (Vitis vinifera L. cv. Cabernet sauvignon), em solos com ou sem adigéo de
fosfato de rocha (FRA), em casa de vegetacdo. Noventa dias apos a inoculagdo, o
tratamento com FMA promoveu incremento significativo na biomassa seca aérea (0,60
g planta™), porém a adicéo de fosfato de rocha anulou este beneficio. A aplicagdo de
FSP de forma isolada (0,40 g planta™) ou em combinagdo com FMA (0,42 g planta™)
resultou em aumento na producdo de biomassa seca aérea, diferindo significativamente
do controle (0,21 g planta™) em solo sem adicdo de FRA. As plantas inoculadas
apresentaram maior teor de nutrientes (N, K e P) quando comparadas as ndo inoculadas.
Conclui-se que o maior crescimento das plantas inoculadas com FMA, isolado ou em
combinacdo com FSP, demonstra o uso eficiente dos nutrientes disponiveis no solo,
sugerindo a possibilidade de reducdo nas doses de adubacéo fosfatada e o potencial para
aplicacdo desses fungos na agricultura.

Palavras chave: nutrientes; fosfato de rocha; fungos filamentosos; Aspergillus;

Glomeromycota

1. Introducgéao

O fosforo (P) é um dos principais elementos limitantes a producéo agricola mundial; em
média, os solos contém de 0,02 a 0,5 % de P total, sendo necessaria a aplicacdo deste
nutriente na forma de fertilizantes fosfatados. Contudo, apenas 1 % do adicionado é
utilizado pelas plantas e o restante é rapidamente convertido em complexos insollveis,

tornando necessaria a aplicagdo freqiiente de fontes fosfatadas, o que pode tornar a
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producdo bastante onerosa e ambientalmente indesejavel (Reddy et al., 2002; Chuang et
al.,, 2007). A cultura da videira (Vitis vinifera L.) requer elevada quantidade de
nutrientes, demandando com adubos em torno de 10 % dos custos totais de producéo,
sendo 6 % destinado a adubacdo fosfatada (Albuquerque et al., 2009), justificando a
busca por alternativas para a utilizagdo eficiente das fontes fosfatadas, visando a
reducdo dos custos e estabelecendo a sustentabilidade do sistema agricola. Desta forma,
é cada vez maior a necessidade de desenvolver tecnologias econdmicas e sustentaveis.
Alguns fungos desempenham importante papel no suprimento de P as plantas,
apresentando capacidade de solubilizar fosfatos existentes ou adicionados ao solo
(Mendes & Reis Junior, 2003). Estes micro-organismos podem atuar também sobre 0s
fosfatos de baixa solubilidade, formados apos a aplicacdo de fontes de fosfatos ao solo,
otimizando a eficiéncia da utilizacdo do P (Ahuja et al., 2007; Chang & Yang, 2009). A
acdo solubilizadora tem sido associada principalmente a producéo de acidos organicos
por fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium e por bactérias (Acidithibacillus,
Bacillus e Pseudomonas) (Silva Filho & Vidor, 2001; Vassilev et al., 2007; Bojinova et
al., 2008; Kumari et al., 2008; Assumpcao et al., 2009).

Outro grupo de fungos que pode contribuir para o aumento na absorcdo de P do solo
compreende representantes do Filo Glomeromycota. Estes, conhecidos por fungos
micorrizicos arbusculares (FMA), formam associa¢fes simbiotroficas com as raizes da
maioria das plantas vasculares contribuindo para aumento da absorcdo de nutrientes e
do crescimento das espécies vegetais. Um dos mecanismos para 0 aumento na aquisi¢ao
de P é a expansdo da superficie de exploracdo do solo, alcancada pelas hifas, que se
estendem além do sistema radicular da planta hospedeira, demonstrando assim grande
potencial para aplicacdo na agricultura, visando o aumento na produtividade (Smith &
Read, 2008).

A inoculagdo com fungos solubilizadores de fosfatos (FSP) associados ou ndo a outros
micro-organismos benéficos do solo pode aumentar a taxa de crescimento das plantas
(Mittal et al., 2008) e consequentemente a produtividade. Este fato tem despertado a
atencdo para a utilizagcdo desses micro-organismos como inoculante comercial ou no
manejo de suas popula¢es como forma de promover melhor utilizagdo do P existente
no solo ou daquele adicionado como fertilizante. O uso dos FSP depende do
conhecimento de suas caracteristicas, entre as quais a capacidade de solubilizagdo € uma
das mais importantes no processo de selegéo e pode variar com o isolado e as condic¢oes

do ambiente, como solo e temperatura (Silva Filho & Vidor, 2001).
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O beneficio da inoculagdo com FMA em videiras tem sido mencionado por varios
pesquisadores. Além de promover aumento no crescimento, Belew et al. (2010)
observaram maior teor de fésforo em videiras (Vitis spp.) inoculadas com Glomus
fasciculatum (Thaxt.) Gerd. & Trappe. Recentemente, Kara et al. (2011) constataram
que a aplicagdo de Glomus mosseae (T.H. Nicolson & Gerd.) Gerd. & Trappe, Glomus
intraradices N.C. Schenck & G.S. Sm., Glomus aggregatum N.C. Schenck & G.S. Sm.
e Glomus etunicatum W.N. Becker & Gerd. [=Claroideoglomus etunicatum (W.N.
Becker & Gerd.) C. Walker & A. SchiBler] incrementou o vigor de plantas desta
cultura. Anzanello et al. (2011) relataram ainda que a inoculagdo com FMA em porta-
enxertos de videira proporciona maior crescimento e acimulo de nutrientes, ressaltando
que a inoculacdo com isolado de G. etunicatum beneficia os porta-enxertos 043-43, SO4
e Paulsen 1103, enquanto que o isolado de Scutellospora heterogama (T.H. Nicolson &
Gerd.) C. Walker & F.E. Sanders é mais efetivo nos dois ultimos porta-enxertos.

O uso de inoculantes puros ou em combinagOes contendo FSP e FMA pode representar
uma opcdao para aumentar a eficiéncia da adubacdo com fosfatos solGveis e diminuir os
custos de producdo. Essa hipotese foi confirmada em culturas de Triticum aestivum L.
(Babana & Antoun, 2006), Zea mays L. (Ouahmane et al., 2007), Centrosema
coriaceum Benth. e Tibouchina multiflora Cogn. (Matias et al., 2009).

Pesquisas sobre a eficiéncia desses micro-organismos na solubilizacdo de diferentes
fontes de P e no crescimento e desenvolvimento de videiras constituem potenciais a
serem explorados, principalmente nas condi¢des semiéaridas.

O objetivo do presente estudo foi demonstrar o efeito de FSP, associado ou ndo a FMA,
na promocao do crescimento de videiras (Vitis vinifera L. cv. Cabernet sauvignon) em

solos com ou sem adicao de fosfato de rocha arad, em casa de vegetacao.

2. Material e métodos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo em vasos plasticos com capacidade
de 1,5 kg, utilizando argissolo (pH 5,6; matéria organica 11,27 g kg™; P 9,07 mg dm;
K 0,34 cmolc dm™; Ca 2,4 cmolc dm™; Mg 0,7 cmolc dm™; Na 0,03 cmolc dm™; Al
0,05 cmolc dm™®; Cu 0,7 mg dm™; Fe 15,1 mg dm™; Mn 31,9 mg dm’®; Zn 3 mg dm™®)
autoclavado a 121 °C por 60 minutos. Foram testadas duas condi¢des de fertilidade no
solo: com ou sem adicdo de fosfato de rocha arad (FRA; 33 % P,0s) na quantidade

recomendada para a cultura da videira (23 mg FRA 1,5 kg™ de solo) (Melo, 2008).
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Estacas de videira da variedade Cabernet sauvignon (Vitis vinifera L.) foram
transplantadas para vasos com os respectivos tratamentos apds a emergéncia das folhas.

A inoculacdo com FMA e FSP foi feita proximo as raizes da planta no momento do
transplantio. Foi utilizado solo-in6culo de FMA constituido por hifas, raizes de
Sorghum bicolor (L.) Moench colonizadas e cerca de 200 glomerosporos de
Claroideoglomus etunicatum e Entrophospora infrequens (I.R. Hall) R.N. Ames &
R.W. Schneid. (UNIVASF 23B) isolados da rizosfera de videiras (Festival seedless/IAC
766) (Freitas et al., 2011). Para inoculagdo com FSP utilizou-se 1,0 mL de suspensao de
esporos (10" esporos mL™) do isolado FSP 145 (Aspergillus brasiliensis Varga, Frisvad
& Samson), obtido da rizosfera de videiras var. Cabernet sauvignon. Em seguida, os
vasos foram irrigados com agua destilada e os tratamentos dispostos em bancadas, na
casa de vegetacdo. Quando necessario, agua destilada foi adicionada para manter a
umidade do solo em cerca de 70 % da capacidade de campo.

Noventa dias ap6s a inoculacdo as plantas foram coletadas e avaliadas quanto a area
foliar (aparelho de analise foliar LiCor), biomassa seca radicular e da parte aérea, teor
de P, N e K nas raizes e na parte aérea, por fotocolorimetria (Embrapa, 1997). O nimero
de glomerosporos na rizosfera de cada planta também foi estimado e a porcentagem de
raiz colonizada por FMA foi determinada (Giovanetti & Mosse, 1980). Amostras do
solo foram analisadas quimicamente no momento inicial e final do experimento pelo
Laboratorio de Solos da Embrapa Semiarido (Embrapa, 1997).

O delineamento experimental foi do tipo inteiramente casualizado em arranjo fatorial de
4 tratamentos de inoculagdo (ndo inoculado — controle; inoculado com FSP145, com
FMA e com FSP145+FMA) x 2 solos (com ou sem adi¢cdo de FRA), em oito repeticdes.
Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas
pelo teste de Tukey a 1 % de probabilidade utilizando-se o programa Statistica 5.0
(Statsoft, 1997).

Para calcular o incremento proporcionado pelos tratamentos de inoculagéo utilizou-se a
formula 100[(X-Y)/Y], em que X representou o tratamento inoculado e Y o controle
(Weber et al., 2004).

3. Resultados e Discusséo
A inoculacdo com FMA promoveu incremento significativo na area foliar (108 %) e na
biomassa seca aérea (186 %), porem a adicdo de fosfato de rocha ao solo anulou os

beneficios da micorrizagdo, reduzindo o incremento (Tabelas 1 e 2).
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Tabela 1. Area foliar (cm? planta™), biomassa seca da parte aérea e

radicular (g planta™) de videiras (Vitis vinifera L. cv. Cabernet

sauvignon) 90 dias apds os tratamentos de inoculacéo.

p . Biomassa seca .
Area Foliar ] Biomassa seca
Tratamento aérea .
radicular
FRA - FRA + | FRA - FRA +
NI 58,2bA 70,8aA | 0,21 cB 0,42 aA 127b
FSP 145 80,7bA 75,9aA | 0,40 bA 0,42 aA 1,99a
FMA 121,2aA 70,9aB | 0,60 aA 0,48 aB 1,99a
FSP145+FMA 749bA 77,1aA | 0,42 bA 0,49 aA 2,25a
FRA - FRA +
210A 165B
CV (%) 19,8 23,5

Médias seguidas da mesma letra, minuscula na coluna e maidscula na linha, ndo
diferem significativamente pelo teste de Tukey (p < 0,01). NI = ndo inoculado; FSP =
fungo solubilizador de fosfato; FMA = fungo mcorrizico arbuscular; FRA - = sem
adicao de fosfato de rocha arad; FRA + = com adicao de fosfato de rocha arad; CV

= coeficiente de variagao.

Tabela 2. Incremento da &rea foliar, biomassa seca da parte aérea
e radicular de videiras (Vitis vinifera L. cv. Cabernet sauvignon)

em resposta aos tratamentos de inoculacéo, apo6s 90 dias.

Area Foliar Biomassa seca aérea | Biomassa seca
Tratamento 1 % 1 % radicular
FRA- FRA+ FRA - FRA + 1 %
NI
FSP 145 39 07 91 00 57
FMA 108 00 186 14 57
FSP145 + FMA 29 09 100 17 77

NI = ndo inoculado; FSP = fungo solubilizador de fosfato; FMA = fungo
mcorrizico arbuscular; FRA - = sem adicéo de fosfato de rocha arad; FRA + = com
adicdo de fosfato de rocha arad; 1 = incremento {100[(X-Y)/Y], X = tratamento
inoculado e Y = tratamento controle}.

Conforme demonstrado, os FMA podem promover aumento de 60 a 190 % na producéo
de matéria seca da parte aérea de videiras. Belew et al. (2010) constataram que a
aplicacdo de Glomus fasciculatum incrementou a biomassa seca aérea em 188 % (Vitis
champini Planchon) e 71 % (Vitis rupestris Scheele), 120 dias ap0s a inoculacéo.
Recentemente, Anzanello et al. (2011) obtiveram maior matéria seca da parte aérea em
(95
(=Claroideoglomus etunicatum) e em SO4 (62 %) com Scutellospora heterogama, 135

porta-enxerto 043-43 %) quando inoculado com Glomus etunicatum
dias apoés a inoculagéo. Estes autores relatam que combinacGes especificas entre 0 FMA
e a espécie de Vitis ou porta-enxerto podem promover diferencas significativas no

crescimento e no desenvolvimento da videira. Ou seja, respostas diferenciadas
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observadas em Vitis sp. sdo determinadas pela compatibilidade funcional entre os
simbiontes. Os percentuais mencionados corroboram 0s resultados encontrados neste
trabalho, visto que as videiras inoculadas com FMA apresentaram maior matéria seca
aérea, atribuida provavelmente a maior area foliar das plantas inoculadas, que
conferiram alto acimulo de biomassa seca, possivelmente em resposta a maior producao
de fotoassimilados (Minhone & Auler, 2003).

Em contraste, Rooyen et al. (2004) mostraram que, 90 dias apds a inocula¢do, um
isolado de G. etunicatum ndo promoveu aumento significativo no crescimento de
variedades (Sauvignon blanc e Richter 99) de V. vinifera em relacdo as plantas nédo
micorrizadas, atribuindo tal fato a duracdo do experimento. Segundo os autores, 0
tempo foi insuficiente para o FMA expressar sua eficiéncia, ou a rapida expansao das
raizes destas variedades, pode ter possibilitado a exploracdo de todo o volume do solo
contido no vaso (500 mL), dispensando o auxilio dos FMA.

O exame microscopico das raizes mostrou que apenas as plantas inoculadas com FMA
foram colonizadas. A porcentagem de raiz colonizada por FMA foi maior [75 % (FMA)
e 62 % (FSP+FMA)] em videiras cultivadas sem adicdo de fosfato de rocha ao solo.
Quando receberam aplicacdo desse fertilizante, as palntas apresentaram apenas 35 e 33
% de colonizagdo micorrizica, respectivamente. Embora a coloniza¢do micorrizica nao
tenha relacdo direta com a eficiéncia simbiotica no crescimento das plantas (Silva et al.,
2009), observa-se que a adicdo de P reduziu significativamente o percentual de
colonizacdo micorrizica em raizes de videira, porém sem efeito sobre o nimero de
glomerosporos (Tabela 3). O uso de rochas fosfaticas pode aumentar a colonizagdo
micorrizica (Cardoso et al., 2010), mas tal fato ndo foi observado neste estudo (Tabela
3), sugerindo a influéncia da planta estudada e da dose aplicada sobre os resultados
obtidos. Feddermann et al. (2010) sugerem que a habilidade de colonizacédo é controlada

pela absor¢do de P na planta hopedeira por um mecanismos de “feedback”.
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Tabela 3. Colonizacdo micorrizica e numero de glomerosporos na
rizosfera de videiras (Vitis vinifera L. cv. Cabernet sauvignon) 90 dias
apdés a inoculacdo com fungos solubilizadores de P e micorrizicos

arbusculares, isoladamente ou em combinacao.

Tratamento Colonlzaga(\&ylcornzwa N° de glomerosporos (50 g~ de solo)
FRA - FRA + FRA - FRA +

NI 00 bA 00 bA 0,0 bA 0,0 bA

FSP 145 00 bA 00 bA 0,0 bA 0,0 bA

FMA 75 aA 35aB 1,3aA 1,3aA

FSP145+FMA 62 aA 33aB 1,7aA 1,7aA

CV (%) 27,0 23,5

Médias seguidas da mesma letra, mindscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem
significativamentze pelo teste de Tukey (p < 0,01). NI = n&o inoculado; FSP = fungo
solubilizador de fosfato; FMA = fungo mcorrizico arbuscular; FRA - = sem adi¢do de
fosfato de rocha arad; FRA + = com adicdo de fosfato de rocha arad; CV = coeficiente de
variagéo.

A aplicacdo de FSP de forma isolada (0,40 g planta™) ou em combinagdo com FMA
(0,42 g planta™) resultou em aumento na producdo de biomassa seca aérea, diferindo
significativamete do controle (0,21 g planta™) e do tratamento com FMA (0,60 g planta’
1) em solo sem adicdo de FRA (Tabela 1). Aspergillus sp. tem sido utilizado como
biofertilizante por sua capacidade em solubilizar fosfatos, porém os resultados ndo séo
undnimes. Singh & Reddy (2011) e Yadav et al. (2011) relacionaram beneficios
consideraveis a biomassa seca de Triticum aestivum, Zea mays e Cicer arietinum L.
com a inoculacdo de FSP. Por outro lado, Costa et al. (2009) ndo observaram eficiéncia
na inoculacdo com FSP em T. aestivum para todos os parametros analisados, atribuindo
0 insucesso da inoculacdo ao curto periodo do experimento. Embora ambos os micro-
organismos (FSP e FMA) sejam conhecidos por beneficiar o crescimento das plantas, a
dupla inoculacdo em plantas de videira ndo resultou em sinergismo, diferentemente dos
resultados de Souchie et al. (2006) e Kohler et al. (2007), que relataram maior matéria
seca aerea de Trifolium pratense L. e Lactuca sativa L., respectivamente, em plantas
inoculadas com FSP+FMA em comparagdo a inoculacdo isolada destes micro-
organismos. Estes resultados contrérios reforcam a necessidade de selecdo de isolados
de FMA e FSP, associados ou ndo, para as culturas de interesse, considerando a
diversidade funcional dos fungos (Feddermann et al., 2010).

Para a biomassa seca radicular observa-se diferenca entre os tratamentos de inoculagdo
e entre os solos, com maior acumulo nas plantas inoculadas e em solo sem adicao de P

(Tabela 1). O incremento no crescimento das plantas inoculadas foi de 57 % para FSP
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ou FMA e 77 % para a dupla inoculacdo (Tabela 2), resultado expressivo em
comparacdo ao apresentado por Souchie et al. (2006), que relataram aumento
significativo (47 %) para biomassa seca radicular de T. pratense apenas na presenca do
FSP, enquanto nédo se observou efeito de FMA isolado ou combinado com FSP.

O teor de nutrientes (P, N e K) nos tecidos vegetais aéreos ficou acima (>24 g kg™ para
N) e na faixa adequada (1,2-4,0 g kg™ para P e 11-18 g kg™ para K) para todos os
tratamentos, exceto para o tratamento nao inoculado, cujo teor de K permaneceu abaixo
(<11 g kg™) do recomendado para a cultura da videira (Melo, 2002). Entretanto, houve
efeito da inoculacéo para P radicular, K aéreo e radicular e N radicular e da interacéo
dos fatores para o N aéreo (Tabela 4).

De modo geral as plantas inoculadas tiveram maior teor de nutrientes (N, P e K)
comparadas as ndo inoculadas (Tabela 4). O incremento no crescimento e no teor de
nutrientes proporcionado pela inoculagdo pode ser atribuido a solubilizacdo do P pelo
fungo e ao aumento da area de absor¢cdo promovido pelas hifas extrarradiculares dos
FMA, possibilitando maior contato com as particulas do solo e crescimento radial além
da zona de deplecdo de nutrientes, beneficiando a absorcdo de macronutrientes
(Nogueira & Cardoso, 2000). Caravaca et al. (2004) e Kohler et al. (2007) também
constataram resposta significativa nos teores de P, K e N em Dorycnium pentaphyllum
L. e L. sativa, respectivamente, quando inoculadas com FSP ou FMA, isolados ou em

combinacao.

Tabela 4. Teor de potéssio (K), fosforo (P) total e nitrogénio (N) no tecido da parte aérea e
radicular de videira (Vitis vinifera L. cv. Cabernet sauvignon) em resposta aos tratamentos

de inoculacgéo, apos 90 dias.

Tratamento K radicular | K aéreo | Pradicular | P aéreo | N radicular N aéreo (g kg™)

(kg™ (g kg™ (@ kg™ (@ kg™ (9 kg™ FRA-  FRA+
NI 8,26 b 955b 0,53 b 1,30 a 11,43 b 28,36 bA 28,77 bA
FSP 145 11,01 a 18,14 a 0,83 a 1,55a 15,90 a 32,42 aA 32,48 aA
FMA 11,52 a 16,39 a 0,85a 156a 16,19 a 32,35aA 31,90aA
FSP145+FMA 11,05a 17,98 a 0,83 a 156a 16,14 a 33,22aA 31,61aB
CV (%) 10,4 7,99 11,8 10,7 6,84 1,46

Médias seguidas da mesma letra, mindscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem significativamente pelo
teste de Tukey (p < 0,01). NI = ndo inoculado; FSP = fungo solubilizador de fosfato; FMA = fungo mcorrizico
arbuscular; FRA - = sem adic&o de fosfato de rocha arad; FRA + = com adic&o de fosfato de rocha arad; CV =
coeficiente de variagao.

Os FMA podem contribuir para a absorcéo dos nutrientes, estimando-se aumento de até

80 % na absorcédo de P e entre 10 a 25 % na absor¢do de N e K (Siqueira et al., 2002).



Coutinho, Flavia — Fungos solubilizadores de P na rizosfera de videira 68

Embora nos tratamentos com FMA tenham ocorrido altos valores de incremento de P
nos tecidos aéreo e radicular em relacdo ao tratamento ndo inoculado (Tabela 5), os
indices ndo alcancaram o percentual 6timo observado por Siqueira et al. (2002).
Entretanto, para o N no tecido aéreo, as taxas de incremento mantiveram-se entre 0s
percentuais estimados, e para 0 K aéreo e radicular e N no tecido radicular, os valores

foram superiores aos relatados por Siqueira et al. (2002).

Tabela 5. Incremento no teor de potéassio (K), fésforo (P) total e nitrogénio (N) no tecido
da parte aérea e radicular de videiras (Vitis vinifera L. cv. Cabernet sauvignon) 90 dias

apos a inoculagdo com FMA e FSP, isolados ou em combinacéo.

K radicular | Kaéreo | P radicular | Paéreo | N radicular

. 1
@kgh) | @ka) | (@kg) | (gkgh) | (gkgh | Naereo(gka)

Tratamento FRA- FRA+
I (% I (% 1 (% 1 (% I (%
(%) (%) (%) (%) (%) | (%) | (%)
NI
FSP 145 33,3 89,9 56,6 19,2 39,0 14,3 12,8
FMA 39,5 71,6 60,4 20,0 41,6 14,0 10,9
FSP145+FMA 33,8 88,3 56,6 20,0 41,2 17,0 9,8
NI = ndo inoculado; FSP = fungo solubilizador de fosfato; FMA = fungo mcorrizico arbuscular; FRA - = sem
adicao de fosfato de rocha arad; FRA + = com adic¢éo de fosfato de rocha arad; | = incremento {100[(X-Y)/Y],

X = tratamento inoculado e Y = tratamento controle}.

Ao final do experimento, a reducdo do fésforo no solo (Figura 1) foi maior nos
tratamentos inoculados, principalmente naquelas com FMA, em comparacdo ao
controle, o que pode ser atribuido a solubilizacdo pelo FSP e maior aproveitamento na
absorcdo deste elemento pelos FMA. A reducdo no teor de P no solo e maior
crescimento das plantas inoculadas com FMA, isolado ou em combinacdo com FSP,
demonstra o uso eficiente do P disponivel no solo por meio da simbiose micorrizica,

sugerindo a possibilidade de reducdo na adubacdo fosfatada.
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BFRA- BFRA+
14 -

10 -

P (ng dm™?)

Inicial Controle ISP FMA  FSP+FMA

Tratamentos
Figura 1. Teor de fosforo (P) total no solo no inicio e ao final do

experimento, aos 90 dias, nos diferentes tratamentos de inoculagéo, na
rizosfera de videira (Vitis vinifera cv. Cabernet sauvignon). Controle =
sem FSP e sem FMA; FSP = fungo solubilizador de fosfato; FMA = fungo
micorrizico arbuscular; FRA - = sem adicdo de fosfato de rocha arad; FRA
+ = com adic¢éo de fosfato de rocha arad.

Novas pesquisas devem ser realizadas visando confirmar a capacidade e/ou selecionar
FSP e FMA capazes de beneficiar o crescimento e o teor de nutrientes, como potencial
alternativa para reducdo de insumos agricolas, principalmente para o cultivo de culturas
de alta exigéncia nutricional e de importancia para o desenvolvimento econémico da
regido semidrida. A aplicacdo de fungos solubilizadores de P e de fungos micorrizicos
arbusculares é recomendada como uma forma sustentavel para aumentar o rendimento

das culturas e diminuir o uso excessivo de fertilizantes fosfatados.
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6. CONSIDERACOES GERAIS

Fungos filamentosos potencialmente solubilizam fésforo (P) presente no solo, dentre estes,
especimes de Aspergillus apresentam maior eficiéncia na solubilizacdo do que Penicillium
para quatro fontes fosfatadas (fosfato monoamonico - MAP, termofosfato - TEF, superfosfato
simples - SFS e fosfato de rocha arad - FRA), destacando-se os isolados FSP39, FSP145,
FSP198 e FSP220. A solubilizaco in vitro por estes isolados, na concentracéo de 10’ esporos
mL™ para 5 g P,Os kg™, reduz o uso das fontes fosfatadas (11,8 % MAP; 34,6 % SFS; 98,5 %
TEF e 238,4 % FRA), otimizando a eficiéncia destes fertilizantes ndo renovaveis adicionados
ao solo e abrindo a perspectiva para sua aplicacdo, contribuindo para o desenvolvimento de
um sistema agricola sustentavel. Para a consecucdo da tecnologia de aplicacdo de fungo
solubilizador de fosfato (FSP), é necessario validar estes resultados no campo em diferentes
condigdes climaticas e edéficas, visando entender os fatores que podem interagir no solo e
modular a eficiéncia da inoculagé&o.

A eficiéncia na solubilizacdo de P demonstrada pelos isolados testados amplia a necessidade
de mais estudos para avaliar o potencial de solubilizacdo de outras fontes de fosfatos
existentes no mercado, incluindo as que apresentam alta solubilidade, a exemplo do
superfosfato simples, que pode ter reducdo de doses em virtude da inoculacdo, gerando
economia de 25 % para cada kg utilizado.

Nas condi¢es brasileiras, além dos esforcos para selecionar micro-organismos com potencial
de solubilizacdo de fosfato, também deve-se enfatizar a importancia de estudos referindo-se a
ecologia das populagdes nativas de micro-organismos solubilizadores de P existentes nos
solos. Dentre as futuras linhas de pesquisas destaca-se: a avaliacdo do efeito de diferentes
praticas culturais, principalmente, do uso de diferentes fontes de P sobre essas populaces.
Considerando a eficiéncia dos fungos na promocao do crescimento de videiras (Vitis vinifera
L. cv. Cabernet sauvignon), a aplicacdo de fungos micorrizicos arbusculares [FMA
(Claroideoglomus etunicatum e Entrophospora infrequens)] isolados ou em combinagéo com
FSP145 (Aspergillus brasiliensis) pode ser recomendada, pois proporciona maior teor de
nutrientes (nitrogénio - N, potassio - K e fésforo - P) e crescimento vegetal (area foliar,
biomassa seca da parte aérea e radicular) do que o observado em plantas ndo inoculadas,
aumentando as chances de estabelecimento no transplantio ao campo.

Novas pesquisas devem ser realizadas visando confirmar a capacidade e/ou selecionar FSP e
FMA capazes de beneficiar o crescimento e o teor de nutrientes, como potencial alternativa

para reducdo de insumos agricolas, principalmente para o cultivo de culturas de alta exigéncia
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nutricional e de importancia para o desenvolvimento econdmico da regido semidrida. A
aplicacdo de fungos solubilizadores de P e de fungos micorrizicos arbusculares é
recomendada como uma forma sustentavel para aumentar o rendimento das culturas e
diminuir o uso excessivo de fertilizantes fosfatados.

Neste sentido, 0 aumento da disponibilidade de P para as plantas mediante o uso de fontes
alternativas desse elemento e da inoculagdo com micro-organismos é extremamente complexo
e vai exigir um esforco concentrado de pesquisa. A obtengdo de micro-organismos com alta
capacidade de solubilizacdo de P por meios de técnicas convencionais e ou modernas, como a
biologia molecular, ndo garantira, por si mesmo, o éxito do programa, considerando que o
ponto mais critico é a introducdo e o estabelecimento desses micro-organismos na rizosfera

das plantas, no campo, nas mais variadas situacdes edafoclimaticas.
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Quadro 1. Quantidades de N, P e K recomendadas para adubacdo de plantio e de

crescimento de videira para producao de uvas de mesa e de vinho.

UVAS DE MESA
P no solo, mg dm™® K no solo, cmol, dm™
N Solo arenoso >0,16 0,16-0,30 0,31-0,45 >0,45
Fase kg ha't <11 11-20 21-40 >40
Solo argiloso K x 100/CTC
<6 6-10 11-20 >20 <5 5-10 11-15 >15
—————————————— kg ha™ de P,Os kg ha™ de KyOQ----------------
Plantio - 160 120 80 40 30 - - -
Crescimento 260 - - - - 160 120 80 40
UVAS DE VINHO
P no solo, mg dm™ K no solo, cmol, dm™
Solo arenoso >0,08 0,08-0,15 0,16-0,21 >0,21
Fase <11 11-20 21-40 >40
Solo argiloso K x 100/CTC
<6 6-10 11-20 >20 <3 3-6 7-9 >9
—————————————— kg ha* de P,Os kg ha™ de K,O------m-nmmm--
Plantio - 120 90 60 30 - - - -
Crescimento 60-90 - - - - 90 60 30 -

Fonte: Albuquerque et al. (2009).
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Quadro 2. Fungos solubilizadores de fosfato, fontes de P avaliadas, outros micro-organismos associados e beneficios promovidos pela

solubilizagéo.
Fungos Fontes de fosforo Outros micro-organismos Beneficios Referéncia
solubilizadores de P associados
ANAMORFOS
Aspergillus sp. Fitina Solubilizacéo das fontes de fosfato Yadav & Tarafdar, 2003
Glicerofosfato
Fosfato de aluminio (16 % P,0s) Souchie et al., 2006, 2007
Apatita de Araxa (14 % P,0s) Souchie & Abboud, 2007
Fosfato tricalcico Gupta et al., 2010b
Aspergillus aculeatus Fosfatos de rocha 26,4 % P,04 Solubilizacéo das fontes de fosfato Narsian & Patel, 2000
lizuka 33 % P,0s
36,7 % P,0s
Aspergillus awamori Fosfato de rocha (23-32 % P,0s) Glomus intraradices N.C. Schenck  Maior producdo de grdos de trigo Babana & Antoun, 2006
Nakaz. & G.S. Sm.+ Pseudomonas sp. (Triticum aestivum L.) com alta
concentracgdo de P
Fosfato tricalcico Incremento de 7-12 % na altura e parte  Mittal et al., 2008
aérea, trés vezes mais no numero de
sementes e aumento de duas vezes no
peso dos grdos de plantas de grdo de
bico (Cicer arietinum L. cv. GPF2)
Aspergillus fumigatus Fosfato de calcio Solubilizacéo das fontes de fosfato Chang & Yang, 2009
Fresen. Fosfato de aluminio
Fosfato de ferro
Fosfato de rocha (Israel)
Hidroxiapatita
Aspergillus niger Fosfatos de rocha 32,9 % P,0s Solubilizacéo das fontes de rocha Reddy et al., 2002
Tiegh. 33,2 % P,05 Ahuja et al., 2007
33,3 % P,05 Singh etal., 2011
34,1 % P,05 Yadav etal., 2011

40 % P,Os
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A. niger

Aspergillus terreus
Thom

Aspergillus tubingensis

Mosseray

Paecilomyces
marquandii (Massee)
S. Hughes

Penicillium sp.

Fosfato de rocha
Fosfato de aluminio
Fosfato de calcio
Fosfato de ferro
Fosfato de rocha
Fosfato tricalcico
Fosfato de aluminio
Fitato de sodio
Fosfato de ferro

Fosfato de rocha

Fosfato de rocha

Esterco

Fosfato de aluminio
Fitato de sodio
Lecitina de soja

Fosfatos de rocha

Fosfatos de rocha

Fitina
Glicerofosfato

12,8 % P,0s

7,97 % P,05

15,4 % P,0s

32,9 % P,0s
33,2 % P,0s
33,3 % P,Os
34,1 % P,Os
40 % P,Os

34,1 % P,Os

32,9 % P,05
33,2 % P,05
33,3 % P,05
34,1 % P,05
40 % P,0s

Fosfato de aluminio (16 % P,0s)
Apatita de Araxa (14 % P,0s)

Glomus constrictum Trappe +

Penicillium citrinum

Glomus deserticola Trappe, Bloss

& J.A. Menge

Trichoderma viride

Solubilizacéo das fontes de rocha

Solubilizacdo das fontes de fosfato;
Aumento de P solGvel na rizosfera de
Vigna radiata (L.) R. Wilczek

Maior teor de P e crescimento em
plantas de trigo

Maior crescimento de Trifolium repens
L.

Aumento na absorg¢éo de P pelas
plantas de feijao caupi (Vigna
unguiculata (L.) Walp.)

Solubilizacéo das fontes de fosfato

Solubilizacéo das fontes de fosfato

Solubilizacéo das fontes de fosfato

Solubilizacéo das fontes de fosfato

Solubilizacéo das fontes de fosfato

Vassilev et al., 2007
Lv etal., 2008

Saber et al., 2009

Omar, 1998

Valissev et al., 1996

Zayed & Abdel-Motaal,
2005

Oliveira et al., 2008

Reddy et al., 2002
Ahuja et al., 2007

Achal et al., 2007

Ahuja et al., 2007
Reddy et al., 2002

Yadav & Tarafdar, 2003

Souchie et al., 2006, 2007
Souchie & Abboud, 2007
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Penicillium sp.

Penicillium citrinum
Thom

Penicillium expansum
Link
Penicillium oxalicum

Currie & Thom

Trichoderma sp.

Trichoderma viride
Pers.

ZYGOMYCOTA
Absidia sp.
ASCOMYCOTA
Emmericella sp.
Eupenicillium parvum

(Raper & Fennell)
Stolk & D.B. Scott

Talaromyces rotundus
(Raper & Fennell)
C.R. Benj.

Fosfato de rocha (7,97 % P,0s)
Fosfato tricélcico

Fosfato de aluminio

Fosfato de ferro

Fitato de sodio

Fosfato de aluminio
Fitato de sodio
Lecitina de soja

Fosfato de rocha (8,35 % P,0s)

Fosfato de rocha (31,5 % P,0s)

Fosfato tricalcico

Fosfato de rocha

Fosfato tricélcico

Fitina

Glicerofosfato

Fosfato tricalcico

Fosfatos de rocha  Estados Unidos da
América; india

Fosfato de aluminio
Fitato de sodio
Lecitina de soja

Solubilizacéo das fontes de fosfato;
Aumento de P solavel nas rizosferas de
Vigna radiata (L.) R. Wilczek

Solubilizacdo das fontes de fosfato

Solubilizacéo das fontes de fosfato

Aumento do rendimento de trigo e
milho, respectivamente, em 42 e 82 %
em comparacao ao controle

Aumento do peso seco da parte aérea
(22-33 %) e da raiz (35-60 %) de
plantas de gréo de bico

Solubilizacéo das fontes de fosfato

Solubilizacéo das fontes de fosfato

Solubilizacéo das fontes de fosfato

Solubilizacéo das fontes de fosfato

Solubilizacéo das fontes de fosfato

Saber et al., 2009

Oliveira et al., 2008

Xiao et al., 2008

Singh & Reddy, 2011

Kapri & Tewari, 2010

Zayed & Abdel-Motaal,
2005

Nenwani et al., 2010

Yadav & Tarafdar, 2003

Vyas et al., 2007

Oliveira et al., 2008
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Solubilization of phosphates in vitro by Aspergillus spp. and Penicillium spp.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Phosphorus (P)is one of the most important nutrients for plant development and in most Brazilian soils the
Received 28 August 2011 content of this element is low and relatively available to plants. Phosphate-solubilizing microorganisms
Received in revised form 18 January 2012 play an important role in supplying P to plants, because of their ability to provide insoluble phosphates,
Accepted 1 February 2012 added or existing in the soil, by the processes of acidification, chelation and ion-exchange reactions. The
objective of this study was to evaluate the capacity and potential of ten fungal isolates in solubilizing

'étli::;z:ldlius funai simple superphosphate (55P) and mono-ammonium phosphate (MAP] in vitro, in four periods (1st, 4th,
F'I-solubilizing g 7th and 10th days after inoculation). It was found that 90% of these isolates showed potential for solu-
Single superphosphate bilization of 55P and MAP on the seventh day of evaluation, with average values of 23% and 22% higher
Mono-ammenium phosphate than control, respectively, with a reduction thereafter. This reduction can be attributed to the increase in
Biomass fungal biomass, which results in enhanced uptake of soluble phosphate for growth. All isolates, except

for the PSF 94, solubilized the two sources of phosphate on the 7th day, but the isolated PSF 28 in MAP,
and PSF 220 in 55P, stood out from others by having the highest values of soluble P (84 and 56 pgml-',
respectively). This is the first reported solubilization of single superphosphate and mong-ammonium
phosphate in vitro by the Aspergillus and Penicillium species, demonstrating that these fungi can serve as
phosphate-solubilizing these P sources, contributing to a better use of the S5P and MAP and reducing the
cost of agricultural inputs and the impact caused by excess phosphorus.

@ 2012 Published by Elsevier BV.




