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OTIMIZACAO DE BIOFERTILIZANTE DE ROCHAS COM MATERIAIS
ORGANICOS E DE BIOPROTETOR COM QUITOSANA FUNGICA

RESUMO GERAL

O uso de insumos alternativos com potencial para producdo agricola tem se
destacado com o passar dos anos. Os biofertilizantes de rocha fosfatada (BP) e
potassica (BK) sdo insumos que ja demonstraram eficiéncia agronédmica em
diferentes culturas, quando misturados com materiais organicos formando o
biofertilizante misto (inoculado com bactérias de vida livre) e quando inoculado
com fungos produtores de quitosana formando o bioprotetor. Objetivou-se
avaliar o melhoramento do biofertilizante de rochas naturais (BPK), através da
mistura de diferentes proporc¢des de materiais organicos para 1 parte de rocha,
da selecdo da melhor bactéria diazotrofica para inoculagdo do substrato
(biofertilizante misto-BNPK) e do fungo produtor de quitosana. Antes de realizar
os experimentos foram isoladas bactérias de vida livre de solos de diferentes

regides do Nordeste. Estas bactérias foram avaliadas quanto ao potencial de
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fixar N por meio da estimativa da atividade de reducédo de acetileno, e pelo
sequenciamento completo do gene 16S. Para o estudo do biofertilizante misto
foram realizados trés experimentos com ensaios em bandejas. No primeiro
experimento utilizou-se diferentes materiais organicos em distintas proporcdes
(T:H:C) representando os tratamentos com 3 repeticbes cada. Materiais
organicos utilizados foram: T= Torta; H=humus de minhoca; C=Composto de
poda de arvores,1(5:0:0),2(4:1:0),3(3:1:1),4(2:3:0),5(1:4:0),6(4:0:1),7(3:2:0),8(3:
0:1),9(2:2:1),10(2:1:2),11(1:3:1),12(1:1:3),13(1:2:2)14(0:5:0),15(0:4:1),16(0:1:4),
17(0:3:2), 18(0:2:3), 19 (0:0:5),20(2:0:3)) (v/v). As amostragens foram
realizadas apds a instalacdo do experimento nos tempos. 0; 1; 2; 3; e 4 dias,
para determinacdo de pH (H,0), C, N (total), P e K disponivel, Ca, Mg trocavel
e A" trocaveis. No segundo experimento utilizou-se as duas melhores
propor¢cdes do experimento anterior (3:2:0; 2:3:0), e 1 parte de biofertilizante de
rochas, as quais foram inoculadas com bactérias diazotroficas de vida livre.
Esses materiais foram inoculados com 100 e 200 ml de indculos de 4 isolados
de bactérias de vida livre com 3 repeticdes, com amostragem desse material
durante 40 dias e em 4 tempos (0: 10: 20: 30: 40), para analises de pH (H20),
N, C (totais) e P e K disponivel. No terceiro experimento utilizou-se a melhor
proporcdo de material organico do primeiro experimento (2:3:0) e 1 parte de
biofertilizante de rochas, inoculando com fungos da ordem Mucorales
(Cunninghamella elegans, Muco hiemalis, Rhizopus arrhizus) com 4 repeticoes.
Os ensaios foram realizados no delineamento inteiramente casualizado. Para
todos os experimentos houve diferenca significativa entre os tratamentos
analisados, exceto para o carbono-C e o nitrogénio-N do primeiro experimento, P;
K; C no segundo experimento, havendo apenas efeito individual. Para o primeiro
experimento os tratamentos 4(2:3:0); 7(3:2:0); 11(2:2:1), contribuiram de forma
significativa para o acréscimo de nutrientes, podendo ser recomendados como
substratos organico-mineral em substituicdo a fertilizacdo comercial. No
segundo experimentos as estirpes NFB4 e NFB 1003 apresentaram o0s
melhores resultados. Houve aumento no teor de N, K, C, P no biofertilizante
misto no periodo aproximado de 25 a 30 dias. J& para o terceiro experimento 0s
fungos Rhizopus arrhizus e Cunninghamella elegans foram mais efetivos na
producdo de acidez do que Mucor hiemalis. O biofertilizante misto inoculado
com fungos da Ordem Mucorales, de uma maneira geral, ndo mostrou grande
variacdo na disponibilizacdo de P e K disponivel. As propor¢cdes de materiais
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organicos contribuiram para o0 acréscimo de nutrientes aos substratos. Os
tratamentos 4-(2:3:0) 7-(3:2:0) 3-(3:1:1), apresentaram os melhores resultados.
Pelo sequenciamento completo as estirpes diazotroficas utilizadas no segundo
experimento foram identificadas como Bacillus subtilis, Mesorhizobium,
Paenibacillus e Beijerinckia indica. A inoculagédo do biofertilizante misto com as
diazotréficas de vida livre, de uma maneira geral, incrementou o teor de N. N&o
houve diferenca entre as doses de bioprotetores aplicadas em relagédo ao
crescimento radial do Fusarium solani.

Palavras-chave: bactérias diazotroficas de vida livre; matéria orgéanica, fungo

produtor de quitosana, protetor contra fitopatégenos.

ROCKS BIOFERTILIZER OPTIMIZATION WITH ORGANIC MATERIALS AND
BIOPROTECTOR WITH FUNGI CHITOSAN

ABSTRACT

The use of alternative materials with potential for use in agriculture has been
studied over many years. Economic material as phosphate and potassic rocks
are frequently been used although, they not present nutrients in available forms
for plant absorption. Rock biofertilizers produced from P and K rocks mixed with
sulfur inoculated with Acidithiobacillus thiooxidans produces metabolic sulfuric
acid and contributes decisively do release nutrients contained in rocks which
constitutes alternative products for use in agriculture. The rock biofertilizers
promoted acidity in soil and needs to be neutralized mixing organic matters to
produce a mixed biofertilizer, and can be enriched in N by inoculation with free
living diazotrophic bacteria and showed high agronomic efficiency. When the

mixed biofertilizers are inoculates with fungi that contain chitosan produce a
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bioprotector that may protect plants against diseases. The work aim to evaluate
the optimization of rock biofertilizers (BPK) mixing different proportions of
organic matters and selecting the best diazotrophic bacteria for inoculation of
the mixed biofertilizer (BNPK) and furthermore to select the best fungi
containing chitosan in their cellular walls. Were obtained free living diazotrophic
bacteria from different soils of the Brazilian Northeast region and evaluated the
potential to realize the biological nitrogen fixation (FBN) process, by
chromatographic analyzes and by the complete sequencing of the 16S gen. To
study the mixed biofertilizer were realized three laboratorial experiments using
trays. In the first experiment were used organic materials (OM) with treatments
using different proportions of the OM, with 3 replicates. Were used Sugarcane
Mud Cake (S); Earthworm compost (E) and Compost of Trees (C) and the 22
proportions in the
respective:1(5:0:0),2(4:1:0),3(3:1:1),4(2:3:0),5(1:4:0),6(4:0:1),7(3:2:0),8(3:0:1),9
(2:2:1),10(2:1:2),11(1:3:1),12(1:1:3),13(1:2:2)14(0:5:0),15(0:4:1),16(0:1:4),17(0:
3:2), 18(0:2:3), 19( 0:0:5),20(2:0:3)) (v/v). Samples were collected in times: (0);
10; 20; 30 and 40 days to determine: pH (H.0), Total C, N, available P and K,
exchangeable Ca, Mg and AlI** In the second experiment were used the best
proportions screened in the first experiment (3:2:0 and 2:3:0), mixed with 1
volume of PK rock biofertilizer, inoculated with 100 and 200 mL (inocules from 4
isolates) with 3 replicates. The material were sampled during 40 days (O, 10, 20,
30 and 40 days) to determine: pH (H-0), total N, available P and K. In the third
experiment were used the best proportion of Organic Matter and PK rock
biofertilizer in proportion (2:3:1), inoculated with the Mucorales fungi
(Cunninghamella elegans, Muco hiemalis, Rhizopus arrhizus), with 4 replicates.
The experiments were conducted in a completely experimental design. The first
experiments showed significant difference between the treatments, except to
carbon-C and nitrogen -N, and in the second experiment occurred individual effect
for P; K and C. Treatments 4; 7 and 11, contributed to increase nutrients in the
biofertilizer, and they may be alternative as organic mineral product in replacement
of conventional fertilizer. The strains NFB 4 and NFB 1003 presented the best
results and increase N, P, K and C in the mixed biofertilizer in the period
correspondent to 25 - 30 days. The mixed biofertilizer inoculation in a general
increase total N. The mixed biofertilizer inoculated with free living diazotrophic

bacteria increase total N.
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Key words :bacteria -free life diazotrophic; organic matter, fungi producer of
chitosan, protection against plant pathogens.
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1.INTRODUCAO GERAL

Os biofertilizantes produzidos a partir de rocha fosfatada e de rocha
potdssica podem ser utilizados como insumo alternativos para producéo
agricola, reduzindo o uso de fertilizantes minerais e a contaminacédo ambiental.
As rochas fosfatadas, em particular as apatitas, podem ser usadas como
matérias-primas para a producdo de fertilizantes fosfatados de alta
solubilidade, como fontes de aplicacao direta na agricultura, ou para fabricacéo
de biofertilizantes de rochas, que apresentam melhor potencial devido a maior
disponibilizacdo de nutrientes (STAMFORD et al.2005).

Os nutrientes presentes nas rochas ndo estao prontamente disponiveis
para as culturas, sendo necessaria a aplicacdo de processos fisicos e quimicos
para promover a liberacdo e o uso pelas plantas. A acidificacdo parcial € um
método quimico bastante utilizado para melhorar a eficiéncia dos fosfatos
naturais. Outro método que pode contribuir para aumentar a eficiéncia da
utilizacdo dos nutrientes contidos nas rochas é a solubilizacdo biolégica
produzida por alguns micro-organismos (WHITELAW, 2000). Stamford et al.
(2004a; 2004b e 2005) utilizaram fosfatos naturais (apatitas de diferentes
origens) com adicdo de enxofre elementar inoculado com a bactéria
Acidithiobacillus, para producdo de biofertilizantes fosfatados. Nestas
pesquisas foram utilizadas leguminosas visando adicionar o N necessario para
as plantas através da inoculacdo com estirpes de rizébios efetivas, e foram
obtidos excelentes resultados. Porém, em outras pesquisas devido a
ocorréncia de acidez em funcdo do baixo pH dos biofertilizantes de rochas,
foram adicionados materiais organicos com pH elevado junto ao biofertilizante
para fornecimento de N no cultivo de plantas ndo leguminosas (STAMFORD et
al.2007; 2008; 2011; 2014).

O potencial do biofertilizante de rocha fosfatas e potassicas em mistura
com residuos organicos (humus de minhoca) inoculados com bactéria
diazotréfica de vida livre (LIMA et al.2010) foi avaliado em experimentos de
campo em cultura do pimentdo (STAMFORD et al.2014), no meldo (OLIVEIRA
et al.2015), na uva de mesa (STAMFORD et al.2014) e na uva para suco
(STAMFORD et al.2014). Alguns desses residuos organicos apresentam baixa
concentracdo de N justificando a inoculagdo desses materias com bactérias

diazotréficas de vida livre, selecionadas para incrementar a disponibilidade de
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nitrogénio, através do aumento da fixacdo de N neste material (LIMA et
al.2010).

A fixacdo biologica de N pode ser feita por micro-organismos em
simbiose, associativos e de vida livre (MOREIRA et al.2006). A maioria das
bactérias diazotréficas de vida livre sdo heterotroficas e, portanto, requer a
adicdo de uma fonte de carbono de rapida utilizacdo, necessaria para
incrementar o processo da fixacdo de N, tendo em vista que 0 processo
depende da multiplicacdo bacteriana, e as bactérias de vida livre nao realizam
associacao com plantas.

O biofertilizante misto inoculado com fungos (Cunninghamella elegans)
da ordem Mucolares produtores de quitosana fungica, constitui o bioprotetor,
além da producéo de quitina e quitosana estes fungos promovem a producéo
de polifosfato inorganico (FRANCO et al.2011), que disponibiliza maior
quantidade de fésforo para as plantas.

O trabalho tem como objetivo avaliar o melhoramento do biofertilizante
misto (BNPK) através da avaliacdo de diferentes proporcfes de materiais
organicos para uma parte de biofertilizantes de rochas, selecdo da melhor
bactéria diazotréfica de vida livre, e selecdo do melhor fungo da ordem
Mucorales que possuem quitina e quitosana na parede celular.

1.1 HIPOTESE

O melhoramento do biofertilizante misto é fundamental para a efetiva
aplicagcdo como promotor de crescimento de plantas. O biofertilizante misto
protetor representa importante estratégia na nutricdo das plantas, devendo
fornecer os diferentes nutrientes necessarios para 0 crescimento e
produtividade vegetal, e bem como no combate a fitopatdogenos. A eficacia do
bioprotetor (com quitosana) devera depender da dose a ser utilizada para a

producéo efetiva de mudas.
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2.REVISAO DE LITERATURA

2.1. Biofertilizante produzido a partir de rochas fosfatadas e potassicas

Os biofertilizantes de rochas séo produzidos a partir de rochas moidas,
com adicdo de enxofre elementar inoculado com a bactéria Acidithiobacillus
thiooxidans, que realiza a oxidacdo do S produzindo &cido sulfdrico,
solubilizando os elementos contidos nos minerais, especialmente fosforo e
potadssio (STAMFORD et al.2011). As rochas fosfatadas, em particular as
apatitas, sdo usadas como matérias-primas para a producdo de fertilizantes
fosfatados de alta solubilidade, como fontes de aplicacdo direta na agricultura,
ou podem ser utilizadas para fabricacdo de biofertilizantes de rochas
(STAMFORD et al.2005). Os biofertilizantes de rochas sao préticos,
econdbmicos e podem ser produzidos por grandes, médios e pequenos
agricultores, sem emprego de técnicas especiais, nem adicdo de produtos
toxicos e corrosivos, como ocorre na obtencdo de fertilizantes convencionais
(STAMFORD et al.2008a).

Outro fato a ser destacado € a importancia do féosforo como um nutriente
que as plantas requerem em menor quantidade. Apesar de seu pequeno
requerimento pelos vegetais, € um dos nutrientes aplicados em maiores
quantidades nos solos brasileiros, face a sua baixa disponibilidade natural e
afinidade com a fragdo mineral (argila), o que torna um dos fatores mais
limitantes da producdo em solos tropicais (RAIJ, 1991). assim a necessidade
de uso de fontes alternativas e de baixo custo na producdo agricola, e que
contenha este nutriente em sua composicao.

O potassio € outro nutriente importante para nutricdo das plantas.
Estando presente nos biofertilizantes misto, este nutriente € responsavel por
desempenhar varias funcdes, como regulacdo da turgidez do tecido, ativacao
enzimatica, abertura e fechamento de estdmatos, transporte de carboidratos,
transpiracdo, resisténcia a geadas, seca, doencas e ao acamamento.
Demostrando a importancia de se produzir um composto que apresente
consideravel concentracédo desse nutriente.

As necessidades de K para o 6timo crescimento das plantas situam-se
na faixa de 20-50 g kg™ da massa das partes vegetativas secas da planta, das

frutas e dos tubérculos, entretanto as plantas tém a capacidade de absorver
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quantidade de K superior a sua necessidade, o que comumente é denominado
consumo de luxo de K (MEURER, 2006).

Desta forma a fertilizagdo com NPK € um dos fatores mais importantes
que afetam a producdo, a nutricdo e disponibilidade de nutrientes no solo,
torna-se necessario intensificar o uso de novas técnicas visando incrementar a
produtividade e melhorar ao méaximo o sistema de produgdo agricola
(STAMFORD et al.2008a).

2.2. Biofertilizante Misto e Bioprotetor

Os biofertilizantes de rochas fosfatadas e potassicas ndo fornecem
nitrogénio para as plantas (OLIVEIRA et al.2014), sendo necesséria a adi¢éo
de uma fonte rica neste elemento, visto que € um dos nutrientes minerais mais
importantes para o crescimento e o desenvolvimento dos organismos, uma vez
que faz parte de compostos quimicos como proteinas, acidos nucléicos, e
outros componentes essenciais para toda forma de vida (OLIVEIRA et al.2014),
além de ser exigido em maior quantidade pela maioria das plantas (BISSANI et
al.2008).

Alguns residuos organicos e outras fontes naturais apresentam potencial
para fornecerem N as culturas, (OLIVEIRA et al.2014), tais como o0s
vermicompostos, bagaco de cana, vinhaca, residuos organicos domesticos,
residuos de plantas, e residuos organicos industriais (por exemplo, residuos da
producdo de bebidas), os quais geralmente mostram baixo risco de
contaminacdo ambiental, e sdo aceitos para uso na agricultura ecoldgica
(FEBRER, 2002). A incorporacdo desses residuos aumenta a atividade
microbiolégica e melhora as condicdes fisicas e quimicas do
solo.(REFRENCIA)

O enriquecimento em N nesses residuos organicos pode ser obtido com
0 uso de bactérias diazotroficas de vida livre, tendo em vista que nao
necessitam de planta hospedeira e apresentam elevado potencial para serem
utilizadas como alternativa para aumentar a producdo de material organico de
melhor qualidade (LIMA et al.2010).

A mistura de biofertilizante de rochas com residuos organicos como, por

exemplo, himus de minhoca, inoculado com bactéria diazotréfica de vida livre
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efetiva na fixacdo do N,, pode complementar a fertilizacdo do solo
disponibilizando nitrogénio para o solo e para as plantas.

Além desses aspectos, o biofertilizante misto (BNPK), através da
inoculacdo com fungo da Ordem Mucorales como Cunninghamella elegans,
que contem na sua parede celular consideravel quantidade de quitina e
quitosana (FRANCO et al.2004; 2011), apresenta caracteristicas que
favorecem a disponibilidade de nutrientes para as plantas (HERNANDEZ-
LAUZARDO et al.2008; STAMFORD et al.2007), e também pode oferecer
protecdo contra ataques de patdégenos, pois a quitina € um biopolimero que
tem comprovada atuacdo bactericida e bacteriostatica contra varios micro-
organismos fitopatogénicos (BERGER et al.2016; BOONLERTNIRUN et
al.2008).

2.3. Materiais organicos para compor o biofertilizante misto.

Existem diversos materiais organicos que podem ser utilizados em
mistura com rochas fosfatadas e potassicas, como os de origem vegetal.
Residuos de agroindustria como tortas (mamona, linhaca e cana), bagacos
(cana e laranja), cascas (arroz) e materiais como serragem de madeira, xaxim,
coco e carvdo. Além desses tem-se palha de arroz, bagana de carnauba,
compostos de poda de arvores, vinhaca, torta de filtro, os de origem industriais,
dentre outros. Como componentes de origem animal os mais utilizados sdo: o
esterco e 0 humus de minhoca, por serem extremamente ricos em material
organico, e ainda, utilizam-se os componentes sintéticos como espumas
fendlicas, 1a de rocha e isopor, normalmente empregados na composi¢cao de
substratos comerciais (PARRON & CAUS, 2001).

Além desses materiais podem-se utilizar os compostos resultantes do
processo de compostagem, como fornecedor de nutrientes e suporte para as
plantas, como alternativa para diminuir o custo de producdo das mudas e,
ainda, possibilitar a utilizacdo desses produtos em outra atividade além da
aplicacdo no solo agricola, o que pode gerar novos mercados para utilizacao
deste tipo de adubo organico (COUTINHO et al.2006).

A juncdo de mais de um material para compor substrato € também
citada por Negreiros et al.(2004), visto que a associa¢do de materiais organicos

ao solo, melhora a textura do substrato e favorece boas condicbes fisicas,
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fornecendo o0s nutrientes necessarios ao desenvolvimento das raizes e da
muda. Neste sentido, a producdo do biofertilizante misto (composto por
materiais organicos e rochas naturais), incrementa a disponibilidade de
nutrientes no mesmo e aumenta o seu potencial de fornecer tais nutrientes,
quando utilizado como suporte para o cultivo de plantas, melhorando as
propriedades fisicas, quimicas e biologicas dos substratos.

Além desses aspectos, ainda apresenta como vantagens, permitir a
elevada porcentagem de germinacdo das sementes, e fixar a raiz,
possibilitando o desenvolvimento das plantulas até que essas estejam aptas
para serem plantadas em local definitivo (PARRON & CAUS, 2001).

A composicdo quimica da torta de filtro é varidvel em funcdo da
variedade e da maturacdo da cana, tipo de solo, processo de clarificacdo do
caldo e outros (ALMEIDA JUNIOR, et al.2011). De acordo com Nunes Jdnior
(2008), sua composicdo quimica média apresenta altos teores de matéria
organica e foésforo, possuindo também grande quantidade nitrogénio e célcio,
além de teores consideraveis de potassio, magnésio e micronutrientes. Sendo

um componente muito importante para compor o biofertilizante misto.

Dentre as propriedades quimicas geralmente utilizadas em nivel mundial
para a caracterizacdo de um substrato, destacam-se: o pH, a capacidade de
troca de cétions (CTC), concentracdo de N e o teor de matéria organica nele
presente. No caso do biofertilizante, destaca-se também a porcentagem de
fosforo e potassio presente neste, além dos demais fatores. O pH € definido
pela atividade do ion hidrogénio, através dele pode-se dispor ou indispor
nutrientes existentes no substrato as plantas (BAILEY; NELSON; FONTENO,
2000). De acordo com Daniel (2006), o pH do substrato deve estar entre 5,5 e
6,5, momento em que ha maior disponibilidade de nutrientes e ndo ha efeitos
toxicos causados pelo excesso de aluminio e manganés, estes valores de pHs
sao normalmente encontrados no biofertilizante misto.

Para melhorar a qualidade do biofertilizante de rochas com P e K e
incrementar a porcentagem de N, foram incorporados materiais organicos,
inoculados com bactérias diazotroficas de vida livre, visto que o nitrogénio
representa o nutriente que mais limita a producdo agricola e ndo ocorre nas

rochas. Além desses aspectos, apresenta alta solubilidade com facilidade de
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lixiviacho, bem como em funcdo de suas inumeras transformacdes
(STAMFORD et al. 2007).

O nitrogénio normalmente encontra-se no solo em proporcdes abaixo
dos niveis necessarios para o desenvolvimento normal das plantas, havendo a
necessidade de incorporar tais materiais organicos junto ao biofertilizante.
Entretanto, estes materiais organicos sao pobres em N, o que justifica a
inoculag&o desses materiais com diazotroficas de vida livre, visando suprir essa
deficiéncia em N. A incorporacdo de residuos organicos tem mostrado que
além de melhorar as condi¢des fisicas do solo, contribui para o aumento da
atividade biolégica do solo.

Lima et al. (2010) encontraram incremento superior a 100% de
nitrogénio, apos incubacdo de compostos organicos (hiumus de minhoca) com
bactérias diazotréficas de vida livre (NFB 1001), que promoveram aumento no
teor de N total, provavelmente por efeito do processo de fixacao bioldgica do N
e também pelo aumento da mineralizacao.

Inferem-se desses resultados que o uso do composto organico, como
meio de cultivo para producdo de mudas pode proporcionar aumento da
atividade microbiana, da retencdo de agua, da capacidade de troca catibnica,
incrementando a disponibilidade de nutrientes, e diminuindo a densidade do
substrato, tendo como consequéncia arejamento adequado, melhor drenagem

e maior crescimento das plantas.

2.4. Importancia dos fungos Mucorales para otimizagédo do biofertilizante

Os fungos representam um grupo de elevado interesse préatico e
cientifico na area da biotecnologia, destacando-se o0 grupo pertencente a
Ordem Mucorales, Classe Zygomycetes principalmente, pela presenca de
quitina e quitosana em suas paredes celulares (CAMPOS-TAKAKI, 2005).

Os fungos Rhizopus arrhizus, Cunninghamella elegans, Muco Hiemalis,
(Ordem Mucorales, Classe Zygomycetes) apresentam quitina e quitosana em
suas paredes celulares, sendo este uma caracteristica fisiologica utilizada
como carater significativo na taxonomia e filogenia desses organismos
(CAMPOS-TAKAKI, 2005). Devido apresentarem quitina e quitosana em suas

paredes celulares estes fungos possuem acao antimicrobiana, sendo este um
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fator de relevancia para combater doencas em plantas, tais como doencas
causadas por fungos patogénicos.

A quitosana & um polimero natural, podendo ser encontrado nos
crustaceos, moluscos e na parede celular de alguns fungos, principalmente da
Classe Zygomycetes (SILVA et al.2010; STAMFORD et al.2007b). Além disso,
a quitosana possui propriedades especificas que mostram grande potencial
para indmeras aplicagbes em varios produtos comerciais, especialmente
devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e reatividade do grupo
aminico (FAI et al.2008; SYNOWIECKI & AL-KHATTEB 2003). Tais
propriedades possibilitam que a quitosana possa ser utilizada em varias
aplicacdes, como acao antimicrobiana (KONG et al 2010, FENG & XIA 2011).
De acordo com Badawy & Rabea (2008), a quitosana pode promover efeito
inibitério antifingico, com acdo mais acentuada sobre B. cinerea a medida que
diminui o seu peso molecular.

O biopolimero tem comprovada acdo na inibicdo do crescimento do
fungo patogénico Botrytis cinerea, causador de doencas de uvas “mofo
cinzento da videira”, fato revelado independente da concentracao utilizada que
variou de 0,5 a 2,0% de quitosana (CAMILI et al.2007).

Coqueiro & Piero (2011) observaram em trabalho in vitro o efeito
fungistatico da quitosana com diferentes pesos moleculares sobre o
crescimento do fungo Alternaria solani, em inibicdo do crescimento e da
germinacao do micélio.

Trabalho realizado com biofertilizante de rochas com P e K, com adi¢éo
da quitosana de crustaceo, contribuiu para melhorar a inducdo de plantas a
resisténcia a patdgenos BERGER et al. 2016), além de incrementar a
disponibilidade de nutrientes para as plantas. Devido essas propriedades
fungiostatica e fungicida, este biofertilizante vem recebendo a denominagédo de
bioprotetor (BERGER et al. 2013).

A aplicagdo do bioprotetor com a adi¢cdo da quitosana fungica (massa
micelial de Cunninghamella elegans (UCP 542) tem promissora potencialidade
no combate ao fungo patogénico de plantas. Com trabalho in vitro visando
avaliar acdo antifungica do fungo patogénico Pythium, potente parasitico da
cultura da alface (FELIX, 2012). Além disso, também atuar como fonte
alternativa na liberacédo de nutrientes para o solo ajudando no incremento da

produtividade da cultura.
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Em estudos recentes, a quitosana tem demonstrado sua importancia
como produto que induz mecanismos de defesa da planta contra doencas,
especialmente as causadas por fungos. Como principal hipotese, tem sido
sugerido que o biopolimero altera a permeabilidade da membrana plasmatica
(BENHAMOU, 1996) e também promove estresse oxidativo no fungo
patogénico (DI PIERO & GARDA 2008). Ensaios laboratoriais conduzidos em
placas de Petri demostraram a acdo antibidtica da quitosana em diferentes
micro-organismos tais como, Salmonella enterica, Pseudomonas aeruginosa
(YAVAD et al.2004), Bacillus cereus, Fusarium, Alternaria, Helminthosporium
sp. (COSTA SILVA et al.2006), Fusarium oxysporum f.sp. chrysanthemi
(PINTO et al.2010).

A atividade antimicrobiana da quitosana é uma das inUmeras
caracteristicas que distinguem este polimero dos demais polissacarideos. A
inibicdo do crescimento de diversos micro-organismos, como por exemplo, E.
coli, Fusarium spp., Alternaria, Helminthus osporium (RAVI KUMAR, 2000), S.
epidermidis, P. aeruginosa, S. pyogenis, K. pneumoniae, S. aureus, S. faecalis,
demonstrou ser efetiva em ensaios laboratoriais. Alguns pesquisadores
explicam que a atividade antimicrobiana da quitosana ocorre através de seus
grupos aminicos, que, em contato com os fluidos fisiol6gicos, tornam-se
protonados e se ligam a grupos anidbnicos desses micro-organismos,
provocando aglutinacdo das células microbianas e, como consequéncia, levam
a inibicdo do crescimento (RAVI KUMAR, 2000; OKAMOTO et al.2003). Em
estudos realizados por Pochanavanich & Suntornsuk (2002), descrevem a
significativa produgdo de quitosana por R. arrhizus evidenciando o potencial
biotecnolégico desse fungo, na producéo desse biopolimero, ao comparar com
os resultados obtidos por fungos das espécies Aspergillus niger,

Zygosacharomyces rouxii e Candida albicans.

2.5. Importancia das bactérias diazotroficas de vida livre para otimizagao

do biofertilizante

O processo da fixagcéo bioldgica de nitrogénio atmosférico € um dos mais
importantes na natureza, sendo realizado por bactérias conhecidas como
diazotréficas, que podem ser simbibticas, associativas e assimbioticas ou de

vida livre (REIS et al.2006). As bactérias diazotréficas possuem um complexo
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enzimatico denominado de nitrogenase, que realiza biologicamente a quebra
da tripla ligacdo existente na molécula de N incrementando a formacéo de N
organico (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). No entanto, o processo de fixacao
biolégica de N € influenciado por diversos fatores que podem prejudicar o
incremento de N no ecossistema. Neste sentido, a fixac&do biologica de N é um
processo regulado pela necessidade do ambiente e das espécies fixadoras,
pois, a enzima nitrogenase, responsavel pela reducdo do N, é inativada,
guando submetida a presenca de amonio (RUDNIK et al.1997).

As interacOes existentes entre bactérias fixadoras de N e plantas se
diferenciam em funcdo dos tipos de associacdes. As bactérias diazotroficas
simbidticas apresentam uma relagdo mais préxima com o seu hospedeiro,
guando comparadas com as bactérias diazotréficas de vida livre e associativas.
Isto se deve ao fato que, mesmo as bactérias associativas estando localizadas
no interior das plantas, ndo ha evidéncias de relacdo tdo complexa e
organizada quanto ao presente nas simbioses de bactérias que formam
nodulos com leguminosas que € resultante de um processo muito mais
evoluido que minimiza perdas do nitrogénio fixado por interferéncia de fatores
quimicos, fisicos e biolégicos que interagem na complexidade,
heterogeneidade e dindmica do sistema edafico (MOREIRA et al.2010).

Esses micro-organismos podem ser encontrados em diferentes
ecossistemas, e associados com as plantas em diferentes partes destas, tais
como as bactérias diazotréficas associativas, que podem ser isoladas de raizes
e partes aéreas de espécies de importadncia agricola como gramineas e
palmeiras (MAGALHAES & DOBEREINE, 1984; DOBEREINER, 1992;
FERNANDES et al.2001), orquidaceas (LANGE & MOREIRA, 2002), cafeeiros
(SANTOS et al.2001), araucéarias (NERONI & CARDOSO, 2007) e fruteiras
(WEBER et al.2000). H& relatos também de ocorréncia em solos contaminados
com metais pesados (MOREIRA et al.2008), em solos tratados com residuos
siderargicos e biossdlido industrial (MELLONI et al.2000), em &areas sob
reabilitacdo de bauxita (MELLONI et al.2004; NOBREGA et al.2004) e em
diferentes sistemas de uso da terra na Amazonia.

Entretanto as bactérias diazotroficas de vida livre, que ndo necessitam
de plantas hospedeiras, sdo as que apresentam maior potencial para serem
utilizadas como alternativa para o enriquecimento dos residuos organicos em

nitrogénio. Estas bactérias (assimbidticas) abrangem micro-organismos que
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podem ser encontrados no solo e em ambientes aquaticos, e necessariamente
ndo fazem parte de estruturas mutualisticas ou associativas (REIS et al.2006).
Neste sentido, € importante ressaltar a sua contribuicdo para disponibilizar
nutrientes e incrementar o N, quando inoculadas em materiais organicos para
compor substratos, como os biofertilizantes de rochas fosfatas e potassicas.

Célculos da contribuicdo de N fixado para gramineas estdo em torno de
25 a 50 kg N/ha/ano o que equivale ao suprimento médio de cerca de 17% das
demandas das culturas. Considerando a importancia que as espécies
produtoras de grdos, como trigo, arroz e milho, entre outras, sdo a principal
fonte de carboidrato da dieta humana e o alto potencial fotossintético das
gramineas C4 nos tropicos, esta taxa de FBN, mesmo baixa representa uma
grande economia nos custos de producao o que justifica estudos visando seu
manejo (MOREIRA et al.2010).

Lima et al. (2010) em pesquisa a nivel de laboratério (bandejas)
encontraram incremento em torno de 100% em N total da matéria organica
(himus de minhoca), apds incubacédo por 45 dias, com bactérias diazotréficas
de vida livre, o que representa um satisfatério incremento de N para uso como
insumo na agricultura.

Apesar da grande contribuicdo das bactérias diazotroficas de vida livre
para incremento de N e outros nutrientes nos substratos organicos e
biofertilizantes de rocha fosfatada e potassica, a maior parte dos sistemas de
producédo agricola utilizam insumos industrializados (fertilizantes nitrogenados),
nao explorando o potencial desses micro-organismos, tanto para o aumento de

N quanto para outros mecanismos promotores do crescimento vegetal.
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SELECAO DE MATERIAIS ORGANICOS EM DIFERENTES PROPORCOES
PARA PRODUCAO DO BIOFERTILIZANTE MISTO
Resumo
O biofertilizante misto produzido a partir da mistura de rochas fosfatadas e
potassicas com adicao de enxofre elementar inoculado com a bactéria oxidante
do enxofre Acidithiobacillus, e em mistura com materiais orgéanicos, tem
incrementado a disponibilidade de nutrientes para as culturas agricolas,
principalmente K, P, Ca, Mg. Além disso, este material deve fornecer N ao meio
de cultivo. No entanto, este material € pobre em N havendo a necessidade de
mistura-lo com materiais organicos, e realizar a inoculacdo com bactérias
diazotroficas de vida livre. Objetivou-se avaliar a melhor ou as melhores
propor¢cdes de compostos organicos para compor o biofertilizante misto. O
experimento foi realizado em casa de vegetacdo, onde foram preparadas 22
bandejas com trés repeticbes. Foram utilizados trés tipos de materiais
organicos para compor 0s tratamentos: T= Torta; H=himus de minhoca;
C=Composto de poda de arvores, respectivamente, em proporcdes
equivalentes,1(5:0:0),2(4:1:0
),3(3:1:1),4(2:3:0),5(1:4:0),6(4:0:1),7(3:2:0),8(3:0:1),9(2:2:1),10(2:1:2),11(1:3:1),
12(1:1:3),13(1:2:2)14(0:5:0),15(0:4:1),16(0:1:4),17(0:3:2),18(0:2:3),19(0:0:5), 20
(2:0:3)) (v/v). Para avaliagdo dos tratamentos foram realizadas amostragens
em dias, aos 0; 10; 20; 30; 40, (dias), realizando-se as andlises quimicas: pH
(H,0), C, N (total), P e K disponivel, Ca e Mg trocavel, Al*3trocavel. O ensaio foi
realizado no delineamento inteiramente casualizado. Houve diferenca significativa
entre os tratamentos analisados, dentro de cada periodo de incubacéo, exceto
para o carbono-C e o nitrogénio-N, havendo apenas efeitos individuais dos
tratamentos em relacdo ao parametro analisado. De maneira geral os tratamentos
4-(2:3:0), 7-(3:2:0); 9-(2:2:1), se destacaram na maioria dos periodos avaliados
contribuindo de forma significativa para o acréscimo de nutrientes aos
tratamentos. As propor¢cdes de materiais organicos contribuiram positivamente
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para 0 acréscimo de nutrientes aos substratos. As proporgcdes 4-(2:3:0), 7-
(3:2:0), 3-(3:1:1), se destacaram apresentando os melhores resultados. As
misturas desses materiais organicos podem ser realizadas com minerais de
rochas para formar biofertilizantes mistos para uso alternativo em substituicdo a
fertilizantes comerciais.

Palavras-chave: Acidithiobacillus, bactérias diazotroficas de vida livre; himus

de minhoca, matéria orgéanica, torta de filtro.

SELECTION OF ORGANIC MATERIALS IN DIFFERENT PROPORTIONS TO
PRODUCE THE MIXED BIOFERTILIZER

Abstract

The mixed biofertilizer produced from phosphate and potassic rocks plus
Elemental sulfur inoculated with the oxidative bacteria Acidithiobacillus, and
mixed with organic matters have been incremented the nutrients availability for
crops, especially K, P, Ca, Mg, and SO,>. Furthermore, the material may
furnish N to the agricultural crop, however, in a general these organic matters
have low N content, and is necessary to mix with organic matter inoculated with
diazotrophic free living bacteria. The aim of the study was to evaluate the best
diazotrophic bacteria and to observe the economically proportions of organic
matters to produce the mixed biofertilizer. The experiment was carried out in the
horticultural Research Center at the University Federal Rural of Pernambuco
using 22 trays with thee replicates. The treatments used as organic matter. T=
Sugarcane filter mud cake; H= Earthworm compost and C= Tree compost,
applied respectively, in equivalent proportions: 1(5:0:0),2(4:1:0),3(3:1:1),4(2:3:0)
,5(1:4:0),6(4:0:1),7(3:2:0),8(3:0:1),9(2:2:1),10(2:1:2),11(1:3:1),12(1:1:3),13(1:2:2
)14(0:5:0),15(0:4:1),16(0:1:4),17(0:3:2),18(0:2:3), 19( 0:0:5),20(2:0:3)) (v/v). For
evaluate the effects of the treatments were collected samples in different times:
0; 1; 2; 3; 4 days, and processed the chemical analyzes: pH (H,0), total C, total
N, available P and K, exchangeable Ca?* and Mg, Al*®* . The assay was
realized in a complete block design. Significant difference were observed
between the different treatments in each time period, except for carbon-C and
Nitrogen — N, only with individual effects in relation with the analyzed parameters.
In a general the treatments 4-(2:3:0), 7-(3:2:0), and 11-(2:2:1), promoted the best

results and especially were important in most of the evaluated time period, and
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have contributed significantly to increment the nutrients availability. The
proportions of organic materials contributed positively to the addition of nutrients
to the substrates. Treatments 4-(2:3:0), 7-(3:2:0), 3-(3:1:1), showed the best
results. Mixture of these organic materials with minerals from rocks to produce
mixed biofertilizers and may be as alternative for replacement of commercial

fertilizers.

Key words: Acidithiobacillus, free living diazotrophic bacteria; earthworm

compost, organic matter, sugarcane filter mud cake

INTRODUCAO

O biofertilizante misto produzido a partir da mistura de rochas fosfatadas
e potassicas com adicdo de enxofre elementar inoculado com a bactéria
oxidante do enxofre Acidithiobacillus, e em mistura com materiais organicos,
tem incrementado a disponibilidade de nutrientes para as culturas agricolas,
principalmente P e Ca proveniente de fosfatos naturais, K e Mg da biotita, e
sulfato soltvel do acido sulfarico produzido (LIMA et al.2007; LIMA, et al.2010;
STAMFORD et al.2006; STAMFORD et al.2008a; STAMFORD et al.2008b;
STAMFORD et al.2011).

O N também é fornecido quando este material é inoculado com
bactérias diazotroficas de vida livre. Este biofertilizante natural pode ser
utilizado como produto alternativo em substituicdo a fertilizantes solaveis, pois
os fertilizantes industrializados acarretam aumentos nos custos de producgdes
nos sistemas agricolas e reduzem o uso destes pelos pequenos agricultores,
reduzindo, assim, o fornecimento de nutrientes para os sistemas agricolas de
pequena escala.

Para producéo desses adubos industriais € necessario, que estes sejam
processados quimicamente, resultando em alta concentracbes de nutrientes
imediatamente disponiveis. Por outro lado, a producéo desses fertilizantes, tais
como superfosfatos e termo-fosfatos, requer altas temperaturas, acima do
ponto de fusdo, ou uso de acidos fortes (acido sulfurico, acido fosforico ou
acido nitrico) para promover a solubilizacdo de P a partir de rocha fosfatada,
processos estes que exigem alto consumo de energia (VAN STRAATEN,
2002).
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Neste sentido, o biofertilizante misto aparece como uma alternativa para
uso na agricultura em pequena, média e grande escala, o que € justificavel pelo
seu custo de producdo. A producdo deste material é feita em condigbes
naturais, sem uso de produtos corrosivos ou equipamentos de alta tecnologia,
podendo ser realizada técnica mais simples (STAMFORD et al.2008a).
Entretanto, este material € pobre em N, havendo a necessidade de mistura-lo
com materiais organicos e realizar a inoculagdo com bactérias diazotroficas de
vida livre. A incorporacdo de residuos organicos tem mostrado que, além da
melhoria nas condicdes fisicas do solo, contribui para o aumento da atividade
biolégica e o fornecimento de nutrientes para a planta (CHEPOTE, 2003).
Residuos organicos, que ndo apresentam possibilidades de promover
problemas ambientais, sao utilizados para incremento de N.

Dentre os materiais utilizados para compor o biofertilizante misto,
destacam-se o humus de minhoca (OLIVEIRA et al.2015), compostos de poda
de arvores (SOUSA et al.2015), torta de filtro (OLIVEIRA et al.2015), palha de
carnauba (SOUSA et al.2015), bagaco de cana, palha de arroz carbonizado
(SAIDELES et al.2009) entre outros, e produtos industrializados (lodo de
esgoto=biossolido) biossdlido (NOBREGA et al.2007), lodo de curtume (SILVA
et al.2011). Vale ressaltar, que todos estes materiais quando tratados e em
condicbes adequadas, podem ser usados para compor biofertilizante misto e
assim, incrementar a disponibilidade de nutrientes e o0 seu uso na agricultura.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a melhor ou as melhores propor¢cdes
de compostos organicos para compor o biofertilizante misto.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na casa de vegetacdo da Universidade
Federal Rural de Pernambuco - UFRPE, onde foram preparadas 66 bandejas,
em delineamento inteiramente casualizado, utilizando 3 materiais organicos
(tabela 1) com 22 proporcdes desses materiais, com 3 repeticdes. Cada bandeja
foi composta por 5 dm® das diferentes proporcdes de materiais organicos.
Foram utilizados trés tipos de materiais, tais como 1) residuos da torta de filtro-
T (Usina Petribd); 2) himus de minhoca-H (proveniente da empresa Febras); e
3) composto da Prefeitura do Recife-C (Proveniente de Podas de arvores). Os

quais constituiram o0s seguintes tratamentos utilizados em diferentes
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propor¢cdes = Torta; H=humus de minhoca; C=Composto de poda de arvores,
respectivamente,1(5:0:0),2(4:1:0),3(3:1:1),4(2:3:0),5(1:4:0),6(4:0:1),7(3:2:0),8(3:
0:1),9(2:2:1),10(2:1:2),11(1:3:1),12(1:1:3),13(1:2:2)14(0:5:0),15(0:4:1),16(0:1:4),
17(0:3:2),18(0:2:3), 19( 0:0:5),20(2:0:3)) (v/v). Juntamente com a preparacao
das bandejas foram preparados os inoculo de bactérias de vida livre (NFB
1001), para inoculagdo das mesmas. Para producéo do inoculo desta bactéria
foram preparados pré-inoculos, repicando-se bactérias de vida livre para
Erlenmeyers de 250 mL, contendo 100mL de meio LG liquido. Em seguida
foram incubados durante 7 dias sob agitacdo em mesa horizontal de 150 rpm.
Apés este periodo, os pré-inoculos produzidos foram repassados para
Erlenmeyers de 2000mL contendo 1000mL de meio LG liquido para producao
do inoculo, estes foram incubados durante 7 dias sob agitacdo em agitador
horizontal de 150 rpm. Posterior a este periodo, 100 mL desse inoculo foi
diluido em 400 mL de &gua de torneira passada em filtro de carvao ativado.
Este processo foi realizado para inoculagédo das diferentes proporgbes de
materiais organicos presentes em cada bandeja, ou seja, para cada bandeja foi
adicionado 100mL do inoculo diluido em 400 mL de agua. Posterior a esse
processo, as bandejas foram homogeneizadas com auxilio de espatula
esterilizada. Apdés a inoculacdo e homogeneizacdo, as bandejas foram
incubadas por 40 dias, a temperatura ambiente (28 + 2°C). O controle da
umidade foi feito através da adicéo diaria de agua de torneira passada em filtro
de carvao ativado, até a capacidade de campo.

Durante a conducdo dos ensaios em bandejas, foram realizadas
amostragens dos substratos, no momento da inoculacdo, com 10, 20, 30, 40
(dias), respectivamente, para realizacdo de andlises quimicas: pH (H20), C, N
(total), P e K disponivel, Ca e Mg trocavel, Al** trocavel, e K (fotometria de
chama); P (colorimetria); N (digestéo sulftrica-kjeldahl); C (oxidacao via imida-
Walkley Black); Ca; Mg; AlI** (Espectofotometria de absorcdo atdmica)
seguindo a metodologia da Embrapa (2009). Posterior a realizagbes de todas

as amostragens e todas as analises quimicas.

Tabela 1. Valores médios dos parametros avaliados nos materiais utilizados para

compor as propor¢oes (2:3:1 e 3:2:1).

Materiais utilizados Parametros analisados
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pH N C P disponivel K disponivel

H.0) (@ kg™  (@Kg™D) e gKg™ e,
Composto orgénico (CO) 7,1b 9,5a 96b 3,21a 0,45a
Hdmus de Minhoca (HM) 7,8a 8,6a 110a 2,25b 0,32b
Torta de Filtro (TF) 7,9a 10,0a 216a 1,53b 0,21b
C.V (%) 2,14 154 15,1 14,2 16,7

Médias com letras diferentes na vertical ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste
de Tukey. pH; N total; C total; P disponivel; K disponivel.

Foram utilizados dos 22 tratamentos descritos acima os 9 melhores

trata

Periodo de incubacgao (dias)
Fonte 0 10 20 30 40
pH (H.0) 0s

ment

sele

cion

ados

atrav

es

de

teste

de

média (Tukey a 5%), para serem utilizados na selecdo das melhores
propor¢cdes de materiais organicos que foram aplicadas nos estudos

posteriores.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 2 estdo dispostos os resultados de pH de acordo com cada
periodo de incubacédo, ocorrendo diferenca significativa (p<0,05) entre os

tratamentos avaliados.

Tabela 2. Valores de pH nos tratamentos, em bandejas, durante diferentes
periodos de incubacédo a temperatura ambiente.
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Tratamento 1(5-0-0) 6,37 °+0,12 7,06°+0,09 7,05°+0,01 7,16 0,06 7,15 % 0,00
Tratamento 4 (2-3-0) 6,61%+0,01 7,25%+0,12 7,19%+0,06 7,213 0,09 7,25%0,12
Tratamento 7(3-2-0) 6,90°%£ 0,34 7,48°: 0,11 7,23%0,09 7,34%0,02 7,34% 0,02
Tratamento 8 (3-1-1) 6,81%+0,02 7,06%+0,15 7,19%+0,17 7,25% 0,07 7,17 *+ 0,05
Tratamento10(2-3-0) 6,68°t 0,15 7,38°: 0,06 6,96°+0,20 7,34°0,12 7,30°% 0,17
Tratamento11(2-2-1) 6,73% 0,04 6,98°+0,40 7,19%£0,01 7,27°0,09 7,21% 0,07
Tratamento14(1-1-3) 6,41°+0,24 6,82°+0,06 6,82°+0,01 6,76°+0,02 6,81 °+0,01
Tratamento15(1-2-2) 6,63% 0,00 6,87°+0,04 7,00°£0,06 7,02°+0,09 7,08%£0,4

Tratamento17(0-4-1) 6,75°% 0,02 6,92°+0,01 6,98°+0,03 6,80°+0,22 6,83"+0,02

As proporc¢des utilizadas dos materiais organicos correspondem a: Torta de filtro: humus de
minhoca: composto organico. Médias com letras minlsculas na vertical ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p< 0.05).

Os melhores valores de pH foram verificados nos tratamentos 4-(2:3:0),
7-(3:2:0), 3-(3:1:1), 9-(2:2:1), 13-(1:2:2) e 15-(0:4:1) que nao diferiram
estatisticamente entre si, porém, obtiveram médias superiores em relacdo aos
demais tratamentos, com 0 dias de incubacgéo. Este acréscimo ocorreu devido
a maior proporcao de torta de filtro e humus de minhoca presente na maioria
desses tratamentos, visto que, estes materiais isoladamente apresentam
valores de pH (pH) acima de 7,0 (STAMFOR et al.2006). De uma maneira
geral, foram verificados resultados similares para os periodos 10; 20; 30; e 40
dias. Durante 10 dias de incubacdo os tratamentos 4-(2:3:0), 7-(3:2:0), 3-
(3:1:1), favoreceram aumento no valor de pH, Nos 20 dias os melhores
resultados foram verificados para os tratamentos 4-(2:3:0), ), 7-(3:2:0), 3-
(3:1:1), 9-(2:2:1). Para os periodos de 30 e 40 dias os tratamentos que
obtiveram melhores resultados foram 1-(5:0:0), 4-(2:3:0), 7-(3:2:0), 3-(3:1:1), 9-
(2:2:1) em ambos, e 12, 15 em 40 dias.

Os maiores valores médios de pH foram obtidos nos tratamentos 4, 7, 3,
com as diferentes proporgdes de materiais orgénicos influenciando os valores
de pH em todos os periodos analisados. Resultados positivos de pH também
foram constados por Stamford et al. (2011), ao avaliarem diferentes niveis de
biofertilizante misto (fertilizantes de rochas P e K misturado ao humus de
minhoca) nas propriedades do solo. Santana et al. (2014) observaram valores

de pH do solo similares aos encontrados neste trabalho, ao analisar diferentes
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doses de biofertilizante misto e bioprotetor no rendimento de pimenta verde
(Capsicum annuum), e na disponibilidade de nutrientes no solo.

Pesquisas recentes tem relatado a importancia do uso do biofertilizante
misto (biofertilizante de rochas em mistura com materiais organicos) no
incremento de pH de substratos organicos e no solo, pois o uso de
biofertilizante de rochas potassicas e fosforica sem adicdo de material organico
pode reduzir o pH do meio, entretanto, quando este fertilizante € misturado ao
material organico (residuos urbanos, himus de minhoca, composto de poda de
arvores) tende elevar o pH do meio de cultivo, (STAMFORD et al.2007; 2009);
(SANTANA et al.2014); (OLIVEIRA et al.2014); OLIVEIRA et al.2015).

Para o Ca disponivel (g kg™®) presente nas proporcées houve diferenca
significativa (p<0,05) entre os tratamentos estudados (tabela 2). Os
tratamentos 1-(5:0:0) e 9-(2:2:1) se destacaram em relacdo ao contetudo de Ca
disponivel, em 0 dias de incubac¢do, seguido dos tratamentos 3-(3:1:1) e 12-
(1:1:3) porém estes apresentaram menor teor de Ca. Os demais tratamentos
mostraram meédias inferiores. O contetudo de Ca foi modificado durante os 10
dias de incubacéo, devido a mistura de diferentes partes de matérias organicos
que favoreceram aumento desse elemento.

O efeito da adicdo de diferentes propor¢cdes de materiais organicos no
aumento de Ca nos substratos foi provavelmente devido a mineralizacdo da
matéria organica por micro-organismos nativos presente neste substrato
(bactérias e fungos) ou devido a solubilizagdo da rocha por bactérias
solubilizadoras (Acidithiobacillus) que promoveu aumento no contetdo de Ca
no substrato, e também da grande quantidade de matéria organica (hiumus de
minhoca, torta de filtro, e composto organico) utilizada na composicdo desse
produto. De acordo com resultados relatados por Santana et al. (2014), ao
utilizar uma dose de biofertilizante misto de 150% da dose recomendada,
obtém-se maior aciimulo de Ca trocavel no solo (acima de 3,0 cmol..dm™) em
comparacao com fertilizantes soluveis. Este resultado difere do encontrado por
Stamford et al. (2011), ao analisar diferentes niveis e tipos de fertilizacao
(fertilizante comercial soltvel; biofertilizante misto; biofertilizantes de rochas) no
solo, relataram actimulos de Ca” disponivel de 0,43 a 0,58; 0,77 a 0,79; 0,70 a
0,75 cmol.dm™, respectivamente, os quais ndo diferiram estatisticamente entre

Si.
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Tabela 3. Valores de Ca nos substratos, incubado em bandejas, durante
diferentes dias de incubacéo a temperatura ambiente.

Periodo de incubacgao (dias)

Fonte 0 10 20 30 40
Calcio (g kg?)
Tratamento1(5-0-0) 0,68°+0,008 0,57°: 0,11  0,63°: 0,03 0,88°%0,03 0,57 *+ 0,01
Tratamento4 (2-3-0) 0,31°+0,03 0,45%:0,08 0,38 °+0,06 0,45°+0,02 0,29 °+ 0,04
Tratamento7(3-2-0) 0,42 °+0,06 0,37°+0,05  0,42°£0,02 0,48°+0,02 0,44 "+ 0,04
Tratamento 8 (3-1-1) 0,50 °+0,08 0,53%:0,02  0,57°: 0,04 0,71°+0,08 0,54 %+ 0,05
Tratamento10(2-3-0) 0,38 °+0,01 0,33°+0,003  0,48°+0,03 0,36°£0,05 0,50 %t 0,02
Tratamento11(2-2-1) 0,61°%:0,08 0,49°:0,13  0,49°:0,006 0,82°+0,005 0,45 "+ 0,08
Tratamento14(1-1-3) 0,52°+0,05 0,45%t 0,07 0,54°+0,01 0,47°+0,009 0,42 "+ 0,05
Tratamento15(1-2-2) 0,39 °+0,07 0,40°+0,02  0,36°+0,04  0,48°:0,02 0,27 °+0,02
Tratamento17(0-4-1) 0,22 %+0,03 0,32°+0,02  0,31°+0,01 0,37°+0,04 0,30 °+ 0,005

As proporc¢des utilizadas dos materiais organicos correspondem a: Torta de filtro: humus de
minhoca: composto orgénico. Médias com letras mindsculas na vertical ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p< 0.05). C.V.(%)-11,10.

Nos periodos de incubacdo 20 e 30 dias foram obtidos resultados
similares para o Ca’, destacando-se os tratamentos 1-(5:0:0) e 3-(3:1:1); 1-
(5:0:0);9-(2:2:1), respectivamente. O tratamento 1 € composto pela proporcdo
de 5 partes de torta de filtro para O de hiumus de minhoca e 0 de composto
organico, provavelmente essa composicdo favoreceu o incremento de Ca
nesse tratamento. Além disso, o uso da torta de filtro, para compor substrato
organico, propicia a elevacdo da produtividade da cultura que sera cultivada
com este material, por fornecer matéria organica, fosforo e calcio, entre outros
nutrientes (ROSSETTO et al.2008).

Efeitos significativos também foram observados para o Ca durante os 40
dias de incubacéo. Corroborando Stamford et al. (2006), que relataram efeitos
significativos no acréscimo de Ca’ ao solo fertilizado com biofertilizantes de
rochas, ao cultivarem cana de acglcar em solos do tabuleiro costeiro no estado
de Pernambuco - Brasil. Estes autores também observaram acréscimo de Ca”
de 100% em solo com biofertilizante misto e biofertilizante de rochas, quando
comparado com fertilizante sollavel e o tratamento controle, avaliando o
potencial do biofertilizante de rochas na producdo de uvas (Vitis vinifera)
cultivadas no Vale de S&o Francisco na regido do semiarida do Brasil
(STAMFORD et al.2011).

O efeito das proporcgdes (tratamentos) no teor de Mg trocéveis (g kg™)

foram significativos e estdo dispostos na (Tabela 3). O tratamento 1-(5:0:0)
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contribui positivamente para o incremento desse nutriente, aos 0 dias e 30 dias,
se sobressaindo em relagdo aos demais tratamentos. O acumulo de Mg
trocavel aos 10 e 20 dias foram verificados nos tratamentos 9-(2:2:1) e 3-
(3:1:1), respectivamente. Em relacdo aos 40 dias o tratamento 15-(0:4:1) se
destacou. Santana et al. (2014) ndo constataram diferencas significativas entre
os teores de Mg avaliados no solo, ao utilizarem diferentes tipos de fertilizacédo
no solo.

Acréscimos de magnésio trocavel no solo e em substratos organicos,
sdo constados na literatura (MOURA et al.2007; STAMFORD et al.2006b;
STAMFORD et al.2009; STAMFORD et al.2014), pois este € solubilizado dos
minerais por exemplo da biotita usada na producgéo do biofertilizante, por efeito
da acidez promovida pela bactéria oxidante do enxofre elementar
(Acidithiobacillus).

Tabela 4. Valores de Mg nos substratos, incubado em bandejas, durante
diferentes dias de incubacéo a temperatura ambiente.

Periodo de incubacdo (dias)
Fonte 0 10 20 30 40
Magnésio (g kg?)

Tratamentol (5-0-0) 0,093%+0,004 0,112°+0,01  0,070°+ 0,002 0,187°+0,004 0,022+ 0,0007
Tratamento4 (2-3-0) 0,066°+0,009 0,066°+0,005 0,059+ 0,001 0,154°+0,007 0,060°+ 0,003
Tratamento7 (3-2-0) 0,067°+0,010 0,057°+0,007 0,110°+ 0,004 0,085%+0,01 0,055"+ 0,002
Tratamento8 (3-1-1)  0,048°+0,005 0,049°+0,001 0,136 0,006 0,067°+0,002 0,089°+ 0,01
Tratamento10(2-3-0) 0,056°+0,004 0,066°+0,006 0,060°+ 0,005 0,161°+0,009 0,112+ 0,04
Tratamento11(2-2-1) 0,062°+0,007 0,136%+0,01 0,057+ 0,005 0,107°+0,007 0,116°+0,011
Tratamento14(1-1-3) 0,047°+0,008 0,047°+0,003 0,098°+ 0,002 0,077°+0,001 0,100°+0,0004
Tratamento15(1-2-2) 0,062°+0,007 0,057°+0,0004 0,109°+0,01 0,062°+0,003 0,039°+ 0,003
Tratamento17(0-4-1) 0,068°+ 0,01 0,063°+ 0,007 0,109°+ 0,005 0,116°+0,005 0,138%+ 0,007

As proporg¢des utilizadas dos materiais organicos correspondem a: Torta de filtro: himus de
minhoca: composto orgénico. Médias com letras mindsculas na vertical ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p< 0.05).

O P disponivel presente nos tratamentos foi modificado pela mistura de
diferentes propor¢des de materiais organicos, obtendo-se efeito significativo de
acordo com cada periodo analisado (Tabela 4). Foram verificados incrementos
de P nos tratamentos 7-(3:2:0) e 15-(0:4:1) que nao diferiram entre si
estatisticamente, durante o periodo de 0 dias. Aos 10 e 20 dias os tratamentos
gue influenciaram o contetdo de P foram 3-(3:1:1) e 4-(2:3:0), respectivamente,

e em 30 dias de incubacao foi verificado acumulo de P nos tratamentos 4-
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(2:3:0) e 7-(3:2:0), e para os 40 dias o tratamento 15-(0:4:1) favoreceu

significativamente o teor de P.

Tabela 5. Valores de P nos substratos, incubado em bandejas, durante
diferentes dias de incubacéo a temperatura ambiente.

Periodo de incubacgio (dias)

Fonte 0 10 20 30 40
Fésforo (g kg™)
Tratamento 1 (5-0-0) 1,5°#0,01  0,57°#0,0002  2,2°+0,30 1,8°+0,34  1,3+0,01
Tratamento 4 (2-3-0)  1,5°+0,01 1,2°+0,16 1,5°40,08  3,2%0,09 0,98 “+0,11
Tratamento 7(3-2-0)  2,9%+0,03 1,3°40,09 2,7°+0,05  3,0%0,04 1,4°+0,23
Tratamento 8 (3-1-1)  2,2°+0,14 2,3%+0,13 0,90°+0,04 1,9°+0,06 2,1°+0,16
Tratamento10(2-3-0)  1,9°+0,08 1,5°#0,11 3,3%+0,30 1,6°+0,05 1,7°#0,07
Tratamento11(2-2-1)  1,2°+0,05 1,06°40,09  2,7°+0,39 2,2°+0,16  2,0°+0,002

Tratamento14(1-1-3) 0,69°+0,08  1,6"+0,20 0,57 °+0,06 1,4°¢0,12  2,1°+0,02
Tratamento15(1-2-2)  1,7°+0,31 1,2°40,17 1,2°+0,04 2,2°+0,23 1,3°+0,14
Tratamento17(0-4-1)  3,1°+0,0009  1,4°+0,23 2,2°40,37 1,7°#0,04  2,9°+0,48

As proporgOes utilizadas dos materiais organicos correspondem a: Torta de filtro: humus de
minhoca: composto orgénico. Médias com letras mindsculas na vertical ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p< 0.05). C.V.(%)-9,84.

Observa-se que houve uma tendéncia de aumento ou nhdo com o passar
do tempo no teor de P de acordo com o tratamento (proporcdes) em destaque.
As proporgOes de materiais organicos que compdem o substrato, o tempo de
incubacédo, as condicbes ambientais, além da existéncia de micro-organismos
gue fixam N e os que decompdem materiais organicos (ex: bactérias e fungos),
contribuiram para o aumento da disponibilidade de P e de outros nutrientes
nesses tratamentos. Além disso, a adicdo de materiais organicos para compor
substrato aumenta a atividade microbiana promovendo a mineralizacdo desse
material, permitindo assim o aumento da disponibilidade de nutrientes nestes
sistemas, solo ou substratos organicos.

Avaliando o uso de biofertilizante misto enriqguecido N através da
inoculacdo com bactérias diazotréficas de vida livre e fungos da ordem
Mucorales (Cunninghamella elegans) Stamford et al. (2014), relataram
incrementos no teor de P do solo. Resultados similares foram verificados por
Silva et al. (2011), ao analisarem o desenvolvimento da cultura do meldo, como
também a disponibilidade de fosforo nos solos com o uso de biofertilizante

fosfatado apos trés ciclos da cultura.
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Para os teores de K' disponivel ocorreu efeito significativo entre os
tratamentos analisados (Tabela 5). Durante O dias de incubacédo o tratamento
4(2:3:0) influenciou o teor K*, com 10 dias houve acréscimos de K, nos
tratamentos 4, 7, 8, 9, 13, com resultados semelhantes ente si. O K* disponivel
aumentou durante 30 e 40 dias de incubacédo, nos tratamentos 12-(1:1:3), e 3-
(3:1:1), 13-(1:2:2), respectivamente.

Tabela 6. Valores de K nos substratos, incubado em bandejas, durante
diferentes dias de incubacéo a temperatura ambiente.

As

Periodo de incubagao (dias) pro

Fonte 0 10 20 30 40 por
Potassio (g kg™?) coe

Tratamento 1 (5-0-0)  0,10°+0,01  0,33°:0,06 0,20 “+0,04 0,21°+0,03 0,13 “+0,01 utiﬁ
Tratamento 4 (2-3-0)  0,71%#0,01  0,53%0,06  0,60°+0,11 0,40°+0,01 0,38°+0,08  Zzad
Tratamento7 (3-2-0)  0,51°+0,05 0,487+0,03 0,49 °+0,04 0,30 °+0,07 0,53 °+0,11 dg:
Tratamento 8 (3-1-1)  0,32°#0,01 0,36 °t0,07  0,35°t0,0  0,25°t0,02 0,84°t0,05 mat
Tratamento10(2-3-0)  0,43°+0,003  0,52%0,00 0,53°+0,07 0,39°+0,08 0,33°+0,01  eria
Tratamento11(2-2-1)  0,44°+0,04 0,51°+0,02  0,37°+0,06 0,49 °+0,08 0,35 °+0,02 is
Tratamento14(1-1-3) ~ 0,44°0,04 0,42°:0,005 0,35°:0,05 0,79%:0,20 0,21 +0,007 é%ﬁg
Tratamento15(1-2-2) 0,46 °+0,02  0,48°0,05 0,43 °+0,02 0,41°+0,06 0,72 °+0,19 0s

Tratamento17(0-4-1)  0,50°+0,003 0,62 *+0,006 0,720,006 0,31 °#0,03 0,44 °+0,001  COIr

esp
ondem a: Torta de filtro: hUmus de minhoca: composto organico. Médias com letras mindsculas
na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0.05). C.V.(%) — 14,77.

O acréscimo de K', em todos os tratamentos estd associado a
composicdo quimica e fisica dos materiais organicos utilizados para produzir
esses tratamentos. De acordo com Santos et al. (2010) a torta de filtro € um
composto organico rico em potassio, variando sua composi¢cdo de acordo com
a variedade da cana e sua maturacdo. Acréscimo de K*, ao solo e em
substratos organicos ocorre devido adicdo de biofertilizante misto e materiais
organicos, que apresentam como vantagem efeito residual superior aos
fertilizantes solluveis e proporcionam maior disponibilidade de nutrientes as
culturas (STAMFORD et al.2014). Outra maneira de aumentar o acumulo de
K*, e P ao solo, é através da aplicacdo do bioprotetor, ou seja, biofertilizante
misto inoculado com fungos da ordem Mucorales que produzem quitina e
quitosana em suas paredes celulares. Efeitos positivos da aplicacdo de
quitosana foram relatados por Stamford et al.(2006 , 2007, 2008 ), onde os

tratamentos com quantidades mais elevadas de enxofre elementar inoculado
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com Acidithiobacillus produziram acidos que favoreceram 0 aumento da

producéo P e K disponiveis no solo.

Para o N e C ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre os
tratamentos analisados dentro de cada periodo de incubacdo, ocorrendo
apenas efeitos individuas dos tratamentos em relacdo a esses nutrientes
(Figura 1). Houve aumento da concentracdo de N total com média 11,58 e
11,61 g kg™ nos tratamentos 4-(2:3:0) e 15-(0:4:1), respectivamente, que nao
diferiram entre si estatisticamente (Figura la), e foram superiores aos outros
tratamentos. Este resultado difere do encontrado por Stamford et al. (2014),
gue observaram acréscimo de N total de 100% no solo, com a adicdo de
diferentes tipos de fertilizacdo no solo (diferentes doses de biofertilizante misto
e fertilizante solavel), quando comparados com o controle. Os autores também
relataram incremento de N total no solo ao utilizarem biofertilizante de rochas
misturado com composto de minhoca enriquecido em N por inoculagdo com as
bactérias diazotroficas de vida livre (NFB 1001).

Em relacdo ao C todos os tratamentos contribuiram para o incremento
desse nutriente, apresentando resultados similares de acordo com a estatistica,
e com acréscimo maximo de C de 112 g kg™ (Figura 1b). O uso de materiais
organicos para compor substrato pode promover aumento na disponibilidade
de nutrientes, principalmente de N e C, visto que estes materiais Sa0 ricos
nesses elementos, que podem ser liberados através da decomposicdo e
mineralizacao.

Efeitos positivos no aumento de C ao solo foram relatados por Stamford
et al. (2011), usando diferentes tratamentos de fertilizacdo no solo
(biofertilizante misto; biofertilizante de rochas e fertilizante soltvel) no cultivo de

uvas (Vitis vinifera).
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Figura 1. Teor de N (g kg?) e C (g kg?') em diferentes tratamentos com
materiais organicos (torta de filtro; himus de minhoca; composto orgéanico) e
inoculado com bactéria diazotréfica de vida livre. TRAL (5:0:0); TRA4 (2:3:0);
TRA7 (3:2:0); TRATS8 (3:1:1); TRAT10 (2:3:0); TRAT11 (2:2:1); TRAT14 (1:1:3);
TRAT15 (1:2:2); TRAT17 (0:4:1).

CONCLUSAO

As misturas dos materiais organicos contribuiram para o acréscimo de
nutrientes nas mesmas. Os tratamentos 4-(2:3:0), 7-(3:2:0), 3-(3:1:1),com as
proporcdes de torta de filtro; humus de minhoca; composto organico,

apresentaram os melhores resultados.

Agradecimentos

Os autores agradecem ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico (CNPq) pelos recursos dispendidos para a realizacdo dos
trabalhos e a Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES).

REFERENCIAIS BIBLIOGRAFICAS

CHEPOTE, R.E. Efeito do composto da casca do fruto de cacau no

crescimento e producdo do cacaueiro. Agrotropica, n.15, v.1, p.1- 8, 2003.

49



EMBRAPA - Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria. Manual de
andlises quimicas de solos, plantas e fertilizantes. 2° ed, Brasilia, 2009. p.
627.

LIMA, F. S.; STAMFORD, N. P. ; SOUSA, C. S. ; LIRA JUNIOR, M. A;;
MALHEIRQOS, S. M. M. ; VAN STRAATEN, P. Earthworm compound and rock
biofertilizer enriched in Nitrogen by inoculation with free living diazotrophic
bacteria. World Journal of Microbiology and Biotechnology, v.27, p.1-7,
2010.

LIMA, R. C. M.; STAMFORD, N. P.; SANTOS, C. E. R. S.; LIRA JUNIOR, M. A ;
DIAS, S. H. Eficiéncia e efeito residual de biofertilizantes de rochas com PK e
enxofre com Acidithiobacillus em alface. Horticultura Brasileira. v.25, p.402-
407, 2007.

MOURA, P.M.; STAMFORD, N.P.; DUENHAS, L.H.; SANTOS, C.E.R.S:;
NUNES, G.H.S.; Eficiéncia de biofertilizantes de rochas com Acidithiobacillus

em meldo. Braz. J. Agric. Sci. v.2, p.1-7, 2007.

NOBREGA, R. S. A.; VILAS BOAS, R. C. V.; NOBREGA, J. C. A.; PAULA, A.
M. de.; MOREIRA, F. B. de S. Utilizacdo de biossélido no crescimento inicial de
mudas de aroeira (Schinus terebynthifolius Raddi). Revista Arvore, v.31, n.2,
p.239-246, 2007.

OLIVEIRA, F. L. N.; STAMFORD, N. P.; NETO, D. S.; OLIVEIRA, E. C. A;
OLIVEIRA, W. S.; SILVA SANTOS, C. E. R. Effects of biofertilizers produced
from rocks and organic matter, enriched by diazotrophic bacteria inoculation on
growth and yield of sugarcane. Australian Journal of Crop Science. v. 9, n.6,
p. 504-508, 2015.

OLIVEIRA, W. S.; STAMFORD, N. P.; SILVA, E. V. N.; SILVA SANTOS, C. E.
R.; FREITAS, A. D. S.; ARNAUD, T. M. S.; SARMENTO, B. F.; Biofertilizer
produced by interactive microbial processes affects melon yield and nutrients
availability in a Brazilian semiarid soil. Australian Journal of, Crop Science.

v.8,n. 7,p.1124-1131, 2014.
50



ROSSETTO, R.; DIAS, F. L. F.; VITTI, A. C. Problemas nutricionais dos solos
nas novas fronteiras canavieiras. Idea News, Ribeirdo Preto, v. 8, n. 94, p. 78
-90, 2008.

SAIDELLES, F. L. F,; CALDEIRA, M. V. W.; SCHIRMER, W. N.; SPERANDIO,
H. V. Casca de arroz carbonizada como substrato para producdo de mudas de
tamboril-da-mata e garapeira. Ciéncias Agrarias, v.30, n.1, p.1173-1186,
20009.

SANTOS, D.H.; TIRITAN, C.S.; FOLONI, J.S.S.; FABRIS, L.B.; produtividade
de cana-de-acucar sob adubacéo com torta de filtro enriqguecida com fosfato

solavel. Pesquisa Agropecuaria Tropical, v. 40, p.454-461, 2010.

SANTANA, R.S.; STAMFORD, N.P.; SILVA JUNIOR, S.; SANTOS C.E.R.S,;
FREITAS A.D.S.; ARNAUD, T.M.S. Influence of Bioprotector with Microbial
Inoculation on Green Pepper Yield and Improvement on Soil Nutrients
Availability. International Journal of Agriculture Innovations and Research,
v.2, n. 6, p.2319-1473, 2014.

SANTOS, D.H.; TIRITAN, C.S.; FOLONI, J.S.S.; FABRIS, L.B.; produtividade
de cana-de-acucar sob adubacédo com torta de filtro enriqguecida com fosfato

soltvel. Pesquisa Agropecuaria Tropical, v. 40, p. 454-461, 2010.

SILVA, M. O. de .; STAMFORD, N. P.; AMORIM, L. B.; ALMEIDA JUNIOR, A.
B.; SILVA, M. O. Diferentes fontes de P no desenvolvimento do meloeiro e
disponibilidade de fésforo no solo. Revista Ciéncia Agron6mica, v.42, n.2, p.
268-277, 2011.

SOUSA, L. B.; NOBREGA, R.S.A.; LUSTOSA, J.F.; AMORIM, S.P.N;
FERREIRA, L.V.M.; NOBREGA, J.C.A. Cultivo de Sesbania virgata (Cav. Pers)
em diferentes substratos. Revista de Ciéncias Agrarias, v.58, n.3, p. 240-247,
2015.

STAMFORD, N. P.; SANTOS, C. E. R. e S,; FELIX, F. F.; OLIVEIRA, F. L. N.
de. Biofertilizers from Phosphate and Potash Rocks with Acidithiobacillus and
Organic Matter Enriched by Free Living Diazotrophic Bacteria. In: ARAUJO, A.
S. F. de; FIGUEIREDO, M. do V. B. Microbial Ecology of Tropical Soils.
Nova Science Publishers. p. 149-157, 2011.

51



STAMFORD, N. P.; ANDRADE, I. P.; JUNIOR, S. S. da.; JUNIOR, M. L,
SANTOS, C. S.; FREITAS, A. S. de.; VAN-STRAATEN, P.; Soil properties and
grape yield affected by rock biofertilisers with earthworm compound. Journal of
Soil Science and Plant Nutrition, v.11, n.4, p.15-25, 2011.

STAMFORD N. P, MOURA P. M, LIRA JUNIOR M. A, SANTOS CERS,
DUENHAS L. H, Gava CAT. Chemical attributes of an Argisol of the Vale do
Sdo Francisco after melon growth with phosphate and potash rocks
biofertilizers. Braz J Hortic, v.27, p.447- 452, 2009.

STAMFORD, N. P.; IZQUIERDO, C. G.; FERNANDEZ, M. T. H.; MORENO, M.
del C. M. Biofertilizante de rochas fosfatadas e potassicas com enxofre e
Acidithiobacillus. In: FIGUEIREDO, M. do V. B.; BURITY, H. A.; STAMFORD,
N. P.; SANTOS, C. E. de R. e S. Micro-organismos e Agrobiodiversidade: o

novo desafio para a agricultura. Guaiba: Agrolivros, p.401-421, 2008a e b).

STAMFORD, T. C. M.; STAMFORD, T. L. M.; STAMFORD, N. P.; BARROS
NETO, B. de.; CAMPOS-TAKAKI, G. M. de. Growth of Cunninghamella elegans
UCP 542 and production of chitin and chitosan using yam bean medium,

Electronic Journal of Biotechnology, v.10, n.01, p.61-68, 2007.

STAMFORD, N. P.; LIMA, R. A.; SANTOS, C. E. DE R. E S. ; DIAS, S.H.L.
Rock biofertilizers with Acidithiobacillus on sugarcane yield and nutrient uptake
in a Brazilian soil. Geomicrobiology Journal, Elsevier - United Kingdom, v. 23,
n. 5, p. 261-265, 2006.

van STRAATEN P. Rocks for crops: Agrominerals of Sub-Saharan Africa.

(ICRAF: International Center for Research in Agroforestry). Nairobi, Kenya.
University of Guelph, Ontario, p.338, 2002.

52



CAPITULO 2

BACTERIAS DIAZOTROFICAS DE VIDA LIVRE PARA USO
NA PRODUCAO DE BIOFERTILIZANTE MISTO

BACTERIAS DIAZOTROFICAS DE VIDA LIVRE PARA USO
NA PRODUCAO DE BIOFERTILIZANTE MISTO

53



Resumo

O incremento de N em materiais organicos pode ser promovido pela inoculag&o
com bactérias diazotroficas de vida livre. Estes materiais organicos misturados
com biofertilizantes de rochas fosfatadas e potassicas produz o biofertilizante
misto que pode ser utilizado como produto alternativo na agricultura. Objetivou-
se selecionar os melhores isolados de bactérias diazotroficas de vida livre para
aperfeicoar o biofertilizante misto produzido em bandejas, em compara¢cao com
os isolados atualmente utilizados. Para isolamento das diazotroficas de vida
livre foram usados solos de diferentes regibes do Nordeste, utilizando-se
placas de silica-gel, seguido por incubacdo a 28 + 2 °C, durante 7 dias. As
coldnias foram purificadas em placas com meio LG e avaliada a atividade da
nitrogenase por cromatografia gasosa. A seguir realizou-se o sequenciamento
completo do gene rRNA 16S. Foram selecionados os 2 melhores diazotroficas
para comparar com os isolados utilizados na producgéo de biofertilizante. Para a
producdo do biofertilizante misto usou-se torta e humus de minhoca nas
propor¢cdes 3:2 e 2:3, em mistura com uma parte de biofertilizante de rochas,
que foi inoculado com in6culo em duas quantidades (100 e 200 mL). O
experimento foi conduzido no fatorial 4x2 (quatro isolados e duas quantidades
de in6culos), com 3 repeticdes. Amostras foram retiradas no inicio e com 10,
20, 30 e 40 dias ap6s a inoculacéo, sendo analisados: pH (H.0), C e N total, P
e K disponiveis. As estirpes no sequenciamento obtiveram 99% de similaridade
com as sequencias de gene rRNA 16S do banco de dados. Na proporgéo 3:2:1,
verificou-se que houve interacdo significativa para todos parametros
analisados, exceto para o carbono (C), com destaque para os isolados NFB
1003, NFB 4, e NFB 6, que favoreceram acréscimos dos nutrientes. Na
proporcao 2:3:1, houve efeito significativo para P e K disponivel e para C, que
mostraram efeito individual. As estirpes fixadoras de N foram identificadas nos
géneros Bacillus, Mesorhizobium, Paenibacillus e Beijerinckia. As estirpes que
incrementaram nutrientes ao meio foram NFB 4 e NFB 1003, no tempo de 25 a
30 dias, e a inoculacdo de uma maneira geral, enriqgueceu o N no biofertilizante
misto e podem ser recomendadas para uso na agricultura como substrato

alternativo.

Palavras-chave: Fixacdo biologica de N; materiais organicos; minerais de

rochas; rochas fosfatadas e potassicas; sequenciamento rRNA 16S.
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FREE LIFE BACTERIA DIAZOTROPHIC TO USE
PRODUCTION OF MIXED BIOFERTILIZER
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Abstract-

The enrichment of N in organic materials may be promoted by inoculation with
free living diazotrophic bacteria. Organic materials mixed with phosphate and
potassic rocks formed mixed biofertilizer that may be used as alternative
substrate in sustainable agriculture. The aim of the study was to evaluate the
best free living diazotrophic bacteria to optimization of the mixed biofertilizers
produced in trays comparing with the actual isolates. The free living
diazotrophic bacteria were isolated from different soils of the Northeast region,
using silica-gel plaques, incubated at 28 + 2 °C, by 7 days. Colonies were
purified in plaques with LG medium and evaluated the N,**® Activity by gaseous
chromatography. Following were realized the gene rRNA 16S sequence. The
best diazotrophic bacteria were selected and compared with the actual isolates
used to produce the mixed biofertilizers. To optimization of the mixed
biofertilizers were used the best proportions of Sugarcane bud make and
earthworm compound (3:2 e 2:3), mixed with one volume of PK rock biofertilizer
inoculated with two volumes of inoculum (100 and 200 mL). The experiment
used the factorial 6x2, with 3 replicates. Samples were collected at initial time
(TO) and with 10, 20, 30 and 40 days after inoculation, analyzed: pH (H20),
total C and N, available P and K. In the gene sequence the strains obtained
similarity 99% with the sequences of rRNA 16S of the Bank dates. Proportion
3:2:1 showed significant interaction for all analyzed parameter, except to (C),
with best results for isolates NFB 1003, NFB 4 and NFB 6, which increase of
nutrients. Proportion 2:3:1 displayed significant effect in available P and K and
for carbon that showed only individual effects. The strains that fixed N were
identified as Bacillus, Mesorhizobium, Paenibacillus and Beijerinckia. The strains
NFB 4 and NFB 1003 incremented nutrients when evaluated in time 25 to 30
days, and the inoculation, in a general, enriched the biofertilizer in N and may be
recommended for application in sustainable agriculture as alternative for

conventional fertilizers.

Keywords: Biological nitrogen fixation; phosphate and potassic rocks; organic

materials; sequence rRNA 16S.

56



INTRODUCAO

O processo de fixagdo biologica de N apresenta uma dinamica bastante
complexa, podendo ser realizado por micro-organismos simbidticos,
associativos, e de vida livre (REIS et al.2006), que contribuem para o
incremento ou declinio de N nos sistemas agricolas, dependendo das
condicdes edaficas e climéticas onde esses micro-organismos estejam
inseridos (RUDNIK et al.,1997). O aumento do teor desse nutriente nos
ecossistemas ou em substratos organicos pela atuacdo de micro-organismos
reflete um ganho de N superior aos encontrados em ambientes sem a sua
presenca.

O acumulo desse nutriente nos materiais organicos € promovido pela
inoculacdo com bactérias diazotréficas de vida livre. Além desse aspecto,
essas bactérias melhoram as condicdes fisicas e quimicas desses materiais.
Neste sentido, o uso de materiais organicos inoculados com bactérias
diazotrdéficas de vida livre em mistura com biofertilizantes de rochas funcionam
como uma alternativa viavel e econémica nos sistemas agricolas, pois, podem
ser utilizados pelos agricultores para substituir a fertilizacdo mineral sollvel
(STAMFORD et al.2007, 2011). Producéo de insumos alternativos podem ser
feitos utilizando o biofertilizante, produzido a partir de rochas fosfatadas e
potassicas, com adi¢cdo de enxofre elementar inoculado com Acidithiobacillus,

em mistura ao material organico, formando o biofertilizante misto.
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O uso de biofertilizantes misto visa elevar os teores de nutrientes no

solo, além de promover aumento de produtividade e na qualidade dos frutos
(OLIVEIRA et al.2015). Entretanto, as rochas fosfatadas e potassicas néo
possuem nitrogénio em adequada quantidade e, portanto ndo adicionam ao
solo o N necessario para o desenvolvimento das plantas ndo leguminosas.
Portanto, a fertilizacdo com NPK é um dos fatores mais importantes, por afetar
a producéo, a nutricao e a disponibilidade de nutrientes no solo. Assim, torna-
se necessario intensificar o uso de novas técnicas visando incrementar a
produtividade e melhorar a0 maximo o sistema de producdo agricola
(STAMFORD et al.2008a). Esses aspectos justiicam a producdo de um
biofertilizante usando matéria organica enriquecida com N por bactérias
diazotroficas, e diversos trabalhos evidenciam efeitos satisfatérios com cultivo
em diferentes solos e plantas (ANDRADE et al.2009; LIMA et al.2007;
STAMFORD et al.2008; STAMFORD et al.2011; SILVA et al.2011).
Os resultados mostraram que a aplicacéo do biofertilizante de rocha fosfatada,
em comparacdo com os fertilizantes convencionais, entre outros beneficios,
promove o crescimento das plantas com valores superiores na producdo de
matéria seca da parte aérea e aumento no fornecimento de P disponivel no
solo.

O trabalho foi realizado com o objetivo de selecionar as bactérias
diazotréficas de vida livre mais efetivas no enriquecimento em N, através de
avaliacdo em bandejas, comparando com os isolados atualmente utilizados no
laboratério de biotecnologia-UFRPE, para serem utilizados na producdo do

biofertilizante misto.

MATERIAIS E METODOS
Selecédo da bactéria diazotréfica

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo do Departamento de
Agronomia da Universidade Federal Rural de Pernambuco-UFRPE. Os solos
utilizados para isolamento das bactérias diazotréficas de vida livre foram
provenientes de diferentes regides do Nordeste (Tabela 1). Os solos foram
coletados com amostras na profundidade de 0 a 20 cm, colocados para secat,
destorroados e em seguida passados em peneira (50 mesh). Os resultados da

analise quimica encontram-se na Tabela 2.
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O isolamento das bactérias de vida livre obtidas dos diferentes solos
seguiu os procedimentos técnicos especificos descritos por Dobereiner (1989).
Foram utilizadas placas de silica-gel, acrescidas com 200-250 mg de solo por
placa, e na incubacdo foram mantidas na temperatura de 28 + 2 ° C, durante 7
dias, com observacéao diaria das colonias. Apds o crescimento dos isolados em
placas com meio silca-gel, foi feita a transferéncia para placas de Petri com
meio LG sélido até formarem colonias puras, de acordo com a metodologia
descrita por Dobereiner et al. (1995). O meio LG é constituido de: 20 g de
sacarose ou acucar cristal; 0,05 g K,HPOg4; 0,15 g KH,PO4; 0,02 g CaCly; 0,20
g MgS0,4.7H,0; 0,002 g NaM004.2H,0; 0,01 g FeCl3.2H,0; 2 mL azul de
bromotimol (sol. 0,5 % em etanol); 1 g CaCOg3, sendo todos 0os componentes
dissolvidos em 1 L de agua destilada, e a seguir feito o ajuste do pH para
préximo de 6,8 com NaOH. A seguir adicionou-se de 15 g de Agar (P.A.), para
manter o meio solido, e posteriormente foi realizada a avaliagdo da atividade da
nitrogenase por cromatografia gasosa (Boddey & DObereiner, 1982).

Os isolados foram crescidos em tubos de vidro com capacidade de 15
mL, contendo 5 mL de meio solido. Os tubos foram incubados a 30°C por 8
dias. Apds o crescimento das col6nias, estes foram fechados com rolhas de
borracha perduravel (subseal), esterilizados, sendo retirados 2mL de ar de
cada tubo e injetado 2mL de acetileno, sendo incubados por um periodo de
uma hora, em seguida retirou-se 1mL de ar dos tubos de vidro, transferindo-o
para tubos de véacuo, para serem analisados no Cromatdgrafo a gas, com
ionizacdo de chama (Perkin Elmer, modelo F11), para determinar a
concentracdo de etileno na amostra (Tabela 3). Posteriormente foram
selecionados os quatros isolados que apresentaram melhores resultados de
atividade da nitrogenase. Os melhores resultados foram obtidos com os
seguintes isolados: Isolado 2, Isolado 4, Isolado 6, Isolado 7), que foram
provenientes dos solos 2, 4, 6 e 7, respectivamente. Posteriormente, estes
isolados selecionados, juntamente com os isolados atualmente utilizados na
producdo do biofertilizante misto (NFB 1001 e NFB 1003), foram repicados em
meio de cultivo LG, e encaminhados para a Macrogen Inc. Company (South

Korea), para realizagcao do sequenciamento completo do gene 16S rRNA.

Tabela 1. Caracterizacdo e localizagdo das areas onde foram coletadas as
amostras de solo
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Solos Descricdo da area Municipio

S1 Area com sabia Itambé/PE
Solo pH P AP ca®  Mg* K* Na* SB
(H,0) mg.dm? cmolc dm™
S1 5,48 30 0,25 2,80 15 0,15 0,31 4,76
S2 5,75 53 0,05 3,45 2,3 0,37 0,38 6,5
S3 6,63 116 0,05 2,20 1,6 0,30 0,44 4,54
S4 5,87 95 0,10 2,05 1,2 0,15 0,38 3,78
S5 4,99 38 0,40 1,45 0,9 0,18 0,34 2,87
S6 4,98 31 0,48 0,75 0,7 0,26 0,46 2,17
S7 5,47 23 0,15 1,15 0,7 0,06 0,25 2,16
S8 6,72 192 0,05 2,65 1,8 0,73 0,48 5,66
S2 Area com gliricidia Itambé/PE
S3 Area com cana-de-actcar Piaui/PI
S4 Area com cana-de-actcar S&o Miguel/AL
S5 Area com cana-de-actcar Ribeirdo/PE
S6 Area de caatinga Garanhuns/PE
S7 Area com cana-de-agtcar Sirinhaem/PE
S8 Area com sabia Belo Jardim/PE

Tabela 2. Caracterizacdo quimica das amostras de solos utilizadas para a
obtencado dos isolados com bactéria diazotréfica de vida livre.

Teores médios de duas amostras compostas com analise quimica realizada de acordo
com a metodologia da Embrapa (2009). S1: solo 1; S2: solo 2; S3: solo 3; S4: solo 4;
S5: solo 5; S6: solo 6: S7: solo7; S8: solo 8.

Tabela 3. Resultados da anélise de reducéo do acetileno a etileno pela técnica
(ARA), dos isolados de bactérias de vida livre isoladas de diferentes regides do
Nordeste.

Amostra de Solo Repeticao Média
I Il 1
Etileno produzido (mg/kg) por hora
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S1 0,402 0,552 0,449 0,468

S2 0,770 0,863 0,679 0,771
S3 0,327 0,367 0,369 0,354
S4 0,704 0,639 0,610 0,651
S5 0,448 0,609 0,424 0,494
S6 0,570 0,490 0,541 0,534
S7 0,586 0,475 0,982 0,681
S8 0,511 0,572 0,567 0,550

S1: solo 1; S2: solo 2; S3: solo 3; S4: solo 4; S5: solo 5; S6: solo 6; S7: solo 7;
S8: solo 8.

Producao do Biofertilizante misto

Os biofertilizantes de rochas (fosfatada e potassica), a serem utilizados
na producdo do biofertilizante misto (BNPK), foram produzidos na horta da
Universidade Federal Rural de Pernambuco - UFRPE, em canteiros com 10
metros de comprimento, 1 m de largura e 0,50m de profundidade. O
biofertilizante de rocha com fosforo (BP) utilizou apatita natural de Irecé
(Bahia), com 24 % de P,Os total; e o de rocha potassica (BK) utilizou a biotita
xisto de Santa Luzia (Paraiba) com 10 % de K,O total, em mistura com enxofre
elementar (S) na proporcao de 1:10 (S: rocha), sendo ambos inoculados com a
bactéria oxidante do enxofre Acidithiobacillus (STAMFORD et al. 2007a).

Para a producédo do biofertilizante misto (BNPK) foram utilizados os
biofertilizantes com fosforo (BP) e o biofertilizante com potassio (BK) em
mistura na proporg¢do (1:1), os quais constituem o biofertilizante de rochas
fosfatadas e potassicas (BPK). Apds a producdo utilizou-se 1dm?® desse
biofertilizante de rochas BPK, para cada uma das melhores proporcdes de
materiais organicos provenientes do primeiro experimento, (3:2;0; 2:3:0; T:H;C),
T=torta de filtro, H=himus de minhoca, C=composto organico, formando as
seguintes proporcdes, (3:2:1; e 2:3:1) T:H:BPK, respectivamente, visando
verificar o melhoramento da producao do biofertilizante misto (BNPK).

Para incrementar o enriquecimento do substrato em N, as bandejas com
as melhores propor¢cbes de materiais organicas foram inoculadas com os
quatros diazotroficas de vida livre selecionados pela atividade da nitrogenase,

avaliadas por cromatografia gasosa, e também os dois isolados utilizados
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atualmente na inoculacdo do biofertilizante misto (NFB1001 e NFB 1003),
totalizando 6 isolados de bactérias diazotréficas de vida livre.

Para cada bandeja com os tratamentos com as melhores proporgéo de
matéria organica (3:2:1; e 2:3:1) T:H: e BKP foram feitas as inoculagdes,
usando-se diferentes quantidades de in6culo (100 e 200 mL), crescidos em
meio LG em Erlenmeyers de 250 mL. O experimento foi conduzido no
delineamento experimental inteiramente casualizado, usando o fatorial 4x2, com
2 isolados de bactérias diazotroficas (2 selecionadas nos testes de cromatografia,
e o0s dois isolados atualmente utilizados), aplicados em duas diferentes
guantidades de inoculantes (100mL e 200mL), com 3 repeti¢des, totalizando 72
bandejas.

ApoOs a inoculacdo as bandejas foram homogeneizadas com auxilio de
espatula esterilizada, e em seguida incubadas por 40 dias, a temperatura
ambiente (28 + 2°C). O controle da umidade foi feito por adicdo diaria de agua
de torneira passada em filtro de carvdo ativado, até obter valor proximo da
capacidade de campo.

Durante a conducdo dos ensaios em bandejas foram realizadas
amostragens dos substratos no momento da inoculac¢édo (0), com 10, 20, 30, 40
(dias), formando outro fatorial (4x5) no mesmo experimento, com 4 isolados de
bactérias diazotréficas e 5 tempos de amostragem. Nas amostras coletadas nos
diferentes tempos de incubacdo foram feitas as seguintes analises quimicas:
pH (H20), C, N, (totais) e P e K trocavel (Embrapa, 2009).

Através da analises estatistica foi feita a sele¢cdo entre os 6 isolados
(selecionando-se os trés melhores isolados para construcdo dos gréaficos de
regressao), em funcao da contribuicdo nos parametros analisados, usando-se o
Programa Estatistico (SISVAR). As médias foram comparadas usando-se o
teste de Tukey (p <0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sequenciamento completo do gene rRNA 16S dos isolados
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Os 4 melhores isolados foram caracterizados quanto a sequéncia completa
do gene rRNA 16S para confirmacdo de similaridade com sequencias presentes
nos bancos de dados genbank (NCBI). As sequencias obtidas a partir do
sequenciamento do gene 16S rRNA, estdo dispostas na Tabela 3.

Dentre as sequencias analisadas, quatro apresentaram alta similaridades
com sequencias de bactérias diazotréficas. A estirpe NFB 1003 obteve sequencia
similar a Bacillus subtilis com identidade de 99% e cobertura de 55%, e portanto,
provavelmente este isolado apresenta alta similaridade com essa bactéria.

Ao avaliar o efeito da co-inoculacéo rizébio e Bacillus subtilis em feijao
caupi e em leucena, em referéncia a nodulacdo, a fixacdo de N, e o
crescimento das plantas, Araujo et al. (2009), relataram acréscimos no acumulo
de nitrogénio no feijao caupi fornecido pelo N da fertilizacdo mineral
(tratamento com NPK) e pela fixacdo biolégica do N, (inoculagédo). Observa-se
que Bacillus subtilis (associativo de vida livre) pode ter influenciado
positivamente na fixacdo de N, pelo Bradyrhizobium, promovendo aumento no
crescimento das plantas e no acumulo de N no feijdo-caupi. Resultados
similares foram constatados por Araujo et al. (1999), que verificaram a
viabilidade da co-infec¢cdo de sementes de soja com Bradyrhizobium e Bacillus
subtilis, utilizando duas estirpes de Bacillus (AP-3 e PRBS-1). De forma similar,
0S autores constataram que o tratamento de co-inoculagéo de Bradyrhizobium
com os metabdlitos formulados de Bacillus incrementou o teor de N de forma
positiva e significante.

Em relagcdo ao material ndo inoculado estes autores verificaram que no
conteudo de N, houve um aumento de N em torno de 17% nos graos de soja, e
os resultados obtidos demonstram o potencial da co-inoculacdo, em sementes
de soja, com células de Bacillus subtilis, 0 que pode incrementar o processo de
fixac&o biologica do nitrogénio.

Ao realizar o sequenciamento do genoma de Bacillus subtilis UD1022
Bishno et al. (2015) relataram que essa bactéria poder ser rhizobacteria, com
potencial para promover o crescimento de plantas e atuar como agente de
biocontrole, inclusive promovendo protecdo contra doencas de plantas nos
sistemas gricolas.

O resultado do sequenciamento completo do gene 16S rRNA (Tabela 3)
confirmaram que a estirpe NFB4 obteve 99% de similaridade com a

Mesorhizobium plurifarium e que NFB 1001 teve similaridade de 99% com
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Beijerinckia indica subsp. indica. A estirpe NFB 6 obteve similaridade com a
sequéncia de gene do isolado Paenibacillus castaneae, com 96% de
identidade. Valverde et al. (2008) isolaram Paenibacillus castaneae sp. nov da
filosfera de Castanea sativa Miller, baseada em analises filogenética no
sequenciamento do gene rRNA 16S, e relataram que este microrganismo deve
pertencer ao subgrupo da Paenibacillus xinjiangensis e Paenibacillus
glycanilyticus, com similaridade de 96,3% e 96,8%, respectivamente. Da
mesma forma foi observado comportamento similar da estirpe no presente
estudo, em relacdo ao nivel de similaridade. Resultados similares foram
verificados por Costa et al. (2013), que relataram 99% de similaridade de trés
estirpes noduliferas de feijado caupi (UFPI BR B3-7; UFPI BR B4-3; UFPI BR
B7-6), tendo considerado que devem pertencer ao género Paenibacillus, ao
compara-las com as sequencias presentes nos bancos de dados.

Essa bactéria € gram-variavel e sua locomogao é realizada por flagelos
polar e subpolar, tendo forma elipsoidal subterminal e seus esporos sao
formados em esporangios. Cresce a pH 5,7, mais o pH 6timo € 7, com
temperatura de crescimento O6tima de 30 °C, condicbes ambientais
semelhantes a observada na presente pesquisa.(referencia)

Beijerinckia indica subsp. é uma estirpe do genero Beijerinckia, um
membro da ordem de Rhizobiales de Alfaproteobacteria. Beijerinckia spp. sé&o
comumente encontrados como bactérias de vida livre em solos &cidos e
também em rizosfera de plantas e ambientes de filosferas (KENNEDY, et al.
2005). Estas bactérias podem ser utilizadas para promover crescimento de
plantas, e apresenta potencial para uso em biotecnologia por ser capaz de
produzir exo heteropolissacarideo (SCAMPARINI et al.1997). A estirpe
NFB1001 obteve similaridade de 99% com Beijerinckia indica, nas sequencias
depositadas no banco de dados, e cobertura de 73%. Tama et al. (2010)
encontraram menor similaridade dessa bactéria com sequencias de genes
depositadas no “GenBank” do que o presente estudo, (57% identidade de
Beijerinckia indica subsp com sequencias de genes da Methylocella Silvestris),
ao analisar a sequence completa do genoma de Beijerinckia indica subsp.

indica.

Tabela 3. Identidade e cobertura das sequéncias de 16S rRNA comparadas com
outras sequéncias depositadas no GenBank (NCBI).

64



Estirpes  Origem Descrigéo Sequéncias mais similares no Cobertura Identidade  E- Score

banco de dados (%) (%) value
rRNA 16S
NFB 1003 Solo CP 011534.1 Bacillus subtilis strain UD1022, 55 99 0.0 27042
complete genome
NFB 4 Solo AJ 295079.1 Mesorhizobium plurifarium 16S 92 99 0.0 2553

rRNA gene, strain ORS1096
(LMG 15298) complete genome
NFB 6 Solo NR 044403.1 Paenibacillus castaneae strain 96 96 0.0 2468
Ch-32 16S ribosomal RNA gene,
complete sequence
NFB 1001 Solo CP 001016.1 Beijerinckia indica subsp. indica 73 99 0.0 7714
ATCC 9039, complete genome

O sequenciamento do gene nif poderia dar melhores informacdes sobre
as bactérias, uma vez que, este gene pode confirmar 100% o carater desses
isolados. Entretanto, existem algumas limitacdes com relacdo ao uso do gene
nif para andlise filogenética, dependendo do grupo de micro-organismos que se
quer acessar (GABY; BUCKLEY, 2012). Os genes nif, codificam a formacao da
proteina FeMo, componente da enzima nitrogenase, responsavel pelo processo
de fixac&do de nitrogénio (ROSADO et al, 1999).

Resultados para proporcéao 3:2:1.
Estdo dispostos na Tabela 4 os resultados das analises de todos os
parametros analisados dos materiais utilizadas para compor os tratamentos com

diferentes proporc¢oes.

Tabela 4. Valores médios dos parametros avaliados nos materiais utilizados para
compor as propor¢cbes (2:3:1 e 3:2:1), de torta de filtro, himus de minhoca, e

biofertilizante de rochas.

Parametros analisados

Materiais utilizados

pH N C P disponivel K disponivel
(H,0) (kg™ (@K e, gkgt,
Biofertilizante (BPK) 3,5b - - 14,84a 4,77a
HUmus de Minhoca (HM) 7,8a 8,6a 110a 2,25b 0,32b
Torta de Filtro (TF) 7,9a 10,0a 216a 1,53b 0,21b
C.V (%) 2,14 154 15,1 14,2 16,7

Médias com letras diferentes na vertical ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste
de Tukey. pH; N total; C total; P disponivel; K disponivel.
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Para o pH houve interacao significativa entre os fatores analisados, porém,
com comportamento quadratico para os isolados, NFB1001, NFB 2 e NFB 6,
(Figura 1). Os isolados NFB 6 e NFB 2, no periodo de incubagdo de 20 dias,
favoreceram o incremento de pH, com resultados semelhantes, com médias de
7,82 e 7,81 respectivamente. Felix et al. (2014), na cultura da alface, verificou o
efeito de diferentes tratamentos de fertilizacdo (Biofertilizante, Bioprotetor, e

fertilizante comercial) no pH do solo, em dois ciclos consecutivos.

7.8 -

7.6 -
2 74
2

7.2 -

y = -0,0007x* + 0,028 + 7,543
7 RI= OZ*NFES
6,8 4  y=-0,0002x*+0,0048x + 7,655 ¥ =-0,0007:* + 0,027x + 7,550
Rl = BI*NFB1 R?=91* NFE2
6,6 : : : :
1] 10 20 30 40

Periodo de incubacio (Dias)

Figura 1. pH do biofertilizantes misto inoculado com diferentes bactérias
diazotréficas de vida livre, e avaliado em diferentes periodos de incubacdo. A-
NBF 6= bactérias diazotroficas de vida livre S6; A-NBF 2= bactérias diazotroficas

de vida livre S2; m-NBF 1= bactérias diazotréficas de vida livre 1001.

No teor de N total (Figura 2a) verificou-se interacéo significativa (p< 0,05)
entre os diferentes isolados avaliados e o periodo de incubacao (dias). O isolado
NFB 1003 influenciou positivamente o N total, com comportamento quadratico e
promovendo incremento de 17,45 g kg™ de N no periodo de 30 dias. Os isolados
NFB 2 e NFB 4 mostraram resultados semelhantes ao NFB 1003, porém, com
teores inferiores de N total. Provavelmente o isolado NBF 1003 apresentou maior
potencial para incrementar N total atraves da fixacao bioldgica de N, visto que os
diferentes materiais organicos que compdem o substrato, quando inoculados com
bactérias de vida livre, podem afetar o potencial desses micro-organismos em fixar
N.
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Outros fatores que contribuem na fixacdo do N s&o: a forma de inoculacéo,
o tempo de incubacéo, as condigbes ambientais, e a relagdo carbono nitrogénio
(CIN) da matéria orgéanica. O resultado dessa pesquisa difere do encontrado por
Lima et al. (2010), que ao analisar o efeito de diferentes isolados de vida livre na
inoculacdo de biofertilizante misto e himus de minhoca, encontraram incremento
de N de 107% em aproximadamente 34 dias de incubacgéo, para a NFB1001.

Em relac&o ao teor de P (g kg™) foi observado que houve interagéo entre os
isolados avaliados e o periodo de incubacdo, mostrando efeito quadratico
decrescente em relacédo a este parametro, com médias de 2,45, 2,22 e 1,77 g kg’
para os isolados NFB 4, NFB 2 e NFB 1001, respectivamente (Figura 2b), no
periodo de incubacgédo de 30 dias. Este resultado identifica uma diminuicdo no teor
de P com o aumento do periodo de incubacéo. Por outro lado, o acumulo de P
neste periodo mesmo tendo sido decrescente foi superior ao encontrado por Felix
et al. (2014), que constatou acumulo de 1,27 g kg™ de P em solos fertilizados com
biofertilizantes misto e inoculados com bactérias diazotroficas de vida livre.

Provavelmente este decréscimo no teor de P pode estar relacionado a
forma como P se encontra no substrato, ou associado com outros elementos,
formando produtos de baixa disponibilidade com o passar do tempo, ou com as
condi¢gdes ambientais. Também pode estar relacionado com a presencga de micro-
organismos capazes de solubilizar os minerais como a bactéria Acidithiobacillus,
ou fungos nativos solubilizadores de fosfatos como Aspergillus e Penicillium
(SOUCHIE et al. 2007). Além desses aspectos, a presenca de micro-organismos
decompositores (bactérias e fungos) provavelmente podem influenciar o teor de P
no substrato, tendo em vista que podem promover imobilizacdo do N (P), que
posteriormente podera ser remineralizado, com efeito residual.

O decrescimento de P também pode estar relacionado com a presenca de
maior contetdo de Ca em fosfatos naturais e na torta filtro, pois nessas condi¢bes

e em pH alcalino o P se liga ao Ca formando composto de baixa solubilidade no
substrato.

35 § y= 0,900 62,410¢ + 3506,280
Va 2= 99*NFBA

Fosfore (g kgl)
a

y=-0,014x! + 0,750x 47,404
R?=89% NFB3

y=-0,0108x! +0,635¢ +6,711 y=-0,010x +0,616x+7,130

ol - ont siroa

05 y=1,445 - 89,609x + 3617, 211 y=1,559%" - 91,859x + 3124,439



Figura 2. Teor de nitrogénio-N g kg™ (a) e fosforo-P g kg™ (b) adicionados ao
biofertilizantes misto inoculado com diferentes bactérias diazotréficas de vida livre,
e avaliado em diferentes periodos de incubacdo. A-NFB3= bactérias diazotroficas
de vida livre 1003; O-NFB2= bactérias diazotroficas de vida livre S2; m-NFB4=
bactérias diazotroficas de vida livre S4; 1-NBF1= bactérias diazotroficas de vida
livre 1001.

Resultados mostrando eficiéncia no incremento de P em substratos
organicos foram relatados por Oliveira et al. (2015), avaliando o uso de
biofertilizantes em mistura com torta de filtro de usina na propor¢cdo 3:1 (MO:
BPK), inoculados com bactérias diazotroficas de vida livre (NFB 1001). Estes
autores verificaram que o ganho de P na planta e no solo foram superiores
quando se aplicou o biofertilizante misto em comparacdo com o fertilizante
comercial. Resultado similar foi verificado por Santana et al. (2014), verificando
aumento no teor de P no solo com aplicacdo de biofertilizante misto, e este
incremento variou proporcionalmente com as doses aplicadas.

Para o nutriente K foi verificado que houve interacao significativa (p<0,05)
entre os isolados NFB 1003 e NFB 1001 e o periodo de incubacéo (Figura 3). O
isolado NFB 1003 aumentou o teor de K no substrato, em relacéo ao isolado NFB
1001, com comportamento linear crescente, especialmente no periodo de
incubacé@o de 40 dias. Niveis satisfatorios de K em solos e na cultura da cana
foram verificados com adicao de torta de filtro, e biofertilizante misto na dose de
150% da recomendacao, em comparagéo com o fertilizante comercial (OLIVEIRA
et al. 2015).

Resultados em relacdo ao incremento de K pela adicdo de biofertilizantes
mistos inoculados com bactérias diazotréficas de vida livre em diferentes culturas,
solos, e materiais organicos tem sido verificado na literatura (OLIVEIRA et al.
2015; FELIX et al. 2014; OLIVEIRA et al. 2015; STAMFORD et al. 2011; 2008;

2006; LIMA et al. 2007; ALMEIDA JUNIOR et al. 2011).
68



NFB3

NFE1

=
I

Potassio (g kg!)

y =9,500x + 816,666
R* = 44*NFB1

0,2 - y =14,833x + 840,00
R* = 66*NFB3

0 10 20 30 40

Periodo de incubacio (Dias)

Figura 3. Teor de potassio-K g kg™ adicionados ao biofertilizantes misto inoculado

com diferentes bactérias diazotréficas de vida livre, e avaliado em diferentes
periodos de incubacédo. ¢-NBF 3= bactérias diazotréficas de vida livre 1003; o-

NBF 1= bactérias diazotréficas de vida livre 1001.

Para o C ndo houve interacdo significativa (p>0,05) entre os fatores
analisados, ocorrendo apenas efeito individual dos isolados (Figura 4). O isolado
NFB 1003 promoveu maior teor de carbono (média de 167,8 g kg?), em
comparacdo com os demais isolados. Provavelmente, a inoculacdo com a bactéria
NFB 1003 aumentou o teor de N, com aumento da imobilizacéo, contribuido dessa
maneira para reducéo de C no material. Entretanto, a maior propor¢céao de torta
filtro no composto pode ter contribuido para o incremento de C, pois, de acordo
com Kaur et al. (2005), a utilizacdo de torta de filtro em combinacdo com
biofertilizantes tém resultado em aumento nos niveis de nitrogénio, fésforo,
potassio e carbono orgéanico do solo. Elsayed et al. (2008), também encontraram
efeito positivo da torta de filtro no aumento do carbono organico, matéria organica,

fésforo disponivel e nitrogénio total do solo.
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Figura 4. Teor de carbono no biofertilizantes misto em funcdo da inoculagéo de
diferentes bactérias diazotroficas de vida livre. NFB1-estirpe 1001; NFB2- estirpe
do solo 2; NFB3- estirpe 1003; NFB4- estirpe do solo 4; NFB6- estirpe do solo 6;
NFB7- estirpe do solo 7.

Resultados para proporcéao 2:3:1.

O pH do meio de cultivo é uma medida de grande relevancia quando trata-
se da disponibilidade de nutrientes, pois refere-se a reacao de alcalinidade ou de
acidez do meio, neste sentido, uma reacéo € enfatizada como acida quando o teor
de H" excede o de OH", sendo basica quando ocorre ao contrario. Assim, o efeito
desse parametro pode decrescer ou aumentar a disponibilidade de nutrientes no
biofertilizante misto. Pode haver interagéo significativa entre os fatores analisados,
isolados e periodo de incubacéo (dias), com efeito linear decrescente para todos
os isolados. Por outro lado, o pH mesmo tendo decrescido ainda pode
permanecer na faixa adequada e disponibilizar alguns nutrientes.

Como os biofertilizantes de rochas fosfatadas e potassicas produzidos com
enxofre elementar e Acidithiobacillus apresentam pH que varia de 3,0 a 3,5,
(STAMFORD et al. 2004), qguando em mistura com materiais organicos tende a
apresentar aumento no pH, dependendo do material organico. A adicdo de
diferentes materiais organicos como humus de minhoca (pH=8,0), torta de filtro
(pH=7,6) favorece o produto apresentar valor de pH mais adequado para o
desenvolvimento das plantas. Outro fator a ser considerado, € o periodo de
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incubacdo, e neste sentido verificou-se que com maior tempo provavelmente
ocorreu decomposicdo do substrato favorecendo maior disponibilidade de
nutrientes e reducédo do pH, tendo em vista que com a decomposi¢cdo da matéria
organica acorre aumento da acidez com reducédo no valor de pH.

Na literatura sdo apresentados resultados que mostram baixos rendimentos
de algumas culturas, quando cultivadas em solos que receberam doses elevadas
de biofertilizantes de rochas sem adicdo de materiais organicos (STAMFORD
2003; 2004; 2006; 2009; MOURA et al. 2007). Por outro lado, quando se aplicou
diferentes doses de biofertilizante misto em solos cultivado com alface em
Argissolo do Cariri cearense, ndo se observou reducdo do pH com as doses
aplicadas, ou também que a variagio do pH tenha comprometido o

desenvolvimento das plantas (LIMA et al. 2007).
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Figura 5. pH do biofertilizantes misto inoculado com diferentes bactérias
diazotréficas de vida livre, e avaliado em diferentes periodos de incubacao. ¢-
NBF6= bactérias diazotroficas de vida livre S6; A-NBF7= bactérias diazotroficas

de vida livre S7; m-NBF1= bactérias diazotréficas de vida livre 1001.

A inoculagcdo no biofertilizante misto com bactérias diazotroficas de vida
livre incrementou o teor de N, obtendo-se interagdo significativa entre esses
isolados nos periodos de incubacdo avaliados (Figura 6). O NFB4 apresentou
comportamento quadratico crescente com teor de 16 g kg® de N no periodo de
incubagédo de 25 dias. Comportamento quadratico crescente também foi verificado

para os isolados NFB 1003 e NFB 6, porém, esses apresentaram meédias
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inferiores ao NFB 4. Observa-se um comportamento crescente para o acumulo de
N no periodo de incubacdo de 0 a 25 dias para todos os isolados. Este fato é
justificado pela presenca de bactérias diazotroficas de vida livre inoculadas no
biofertilizante misto, tendo em vista que, durante este periodo de incubacéo
provavelmente ocorreria maior imobilizacéo de N total. E conhecido que, a adi¢do
de materiais organicos aumenta a atividade microbiana no meio e a incorporagéao
de nutrientes na biomassa microbiana, pode promover imobilizagéo.

Felix, (2012) observaram imobilizacdo de N durante o periodo de incubacdo
de 30 dias, ao quantificar o teor de N em diferentes proporcdes de biofertilizante
misto inoculado com bactérias diazotréficas de vida livre. Foi observado que apds
30 dias de incubacdo houve menor imobilizacdo de N, devido a diminuicdo da
atividade microbiana.

As bactérias diazotréficas de vida livre tem relevada importancia nos
sistemas agricolas de producdo, pois, tém sido demonstrados, por meio da
inoculacdo de varios materiais organicos, resultados que conferem razoaveis

taxas de fixacdo de nitrogénio.
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Figura 6. Teor de nitrogénio-N g kg* (a) adicionados ao biofertilizantes misto
inoculado com diferentes bactérias diazotréficas de vida livre, e avaliado em
diferentes periodos de incubacdo. m-NFB 3= bactérias diazotroficas de vida livre
2003; ¢-NBF 6=bactérias diazotréficas de vida livre S6; A-NFB 4= bactérias

diazotrdficas de vida livre S4;
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Para P disponivel ndo se observou interacéao (p>0,05) entres os isolados e
os periodos de incubacéo, ocorrendo apenas efeito individual desses isolados em
relacdo ao teor de P no biofertilizante misto (Figura 7a). Entre os isolados
avaliados o NFB 1003 se destacou apresentando maior teor de P disponivel (3,0 g
kg™) em relacdo aos demais isolados. Resultados similares foram verificados para
o K, porém, com todos os isolados foram obtidos teores de K semelhantes, exceto
para NFB 7, que apresentou a menor média (Figura 7b). Adicdo de P e K ao
substrato esta relacionada com a liberacdo do nutriente no biofertilizante misto e
com a capacidade dos micro-organismos presentes em mineralizar e fixar estes
nutrientes no substrato, e também com as condi¢cdes ambientais. Além disso, as
caracteristicas dos materiais utilizados para compor substrato, (composicao
guimica, caracteristicas fisicas) podem afetar a disponibilidade desses nutrientes.

Os fosfatos naturais reativos, e possivelmente os biofertilizantes de rochas,
reagem lentamente no solo para liberacdo de nutrientes, (CORREA et al. 2008),
podendo fornecer efeito residual, o que pode ser favoravel e até possibilitar
resposta similar aos fertilizantes industriais (BUMB & HAMMOND, 2006), tendo
em vista que estes apresentam perdas acentuadas através de processos fixacao,
adsorcéo, envelhecimento no solo ou precipitacdo com outros elementos (ferro ou
aluminio) formando compostos de baixa disponibilidade.

Resultados satisfatérios para o P e K presentes em substratos séo
relatados na literatura. Lima et al. (2007), verificaram incremento no teor de P e K

no solo, quando feita a adi¢cao de biofertilizantes misto em diferentes doses.
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Figura 7. Teor de fosforo g kg™ e potassio-K g kg™ adicionados ao biofertilizantes
misto inoculado com diferentes bactérias diazotréficas de vida livre. NFB1-estirpe
1001; NFB2- estirpe do solo 2; NFB3- estirpe 1003; NFB4- estirpe do solo 4;
NFB6- estirpe do solo 6; NFB7- estirpe do solo 7.

O biofertilizante misto inoculado com bactérias de vida livre mostrou efeito
no teor de C no produto, porém, ndo houve interacdo significativa entre os
parametros avaliados, ocorrendo efeito individual dos isolados. O isolado NFB 4
foi 0 que promoveu maior incremento no teor de C, com média de 144,9 g kg™. O
isolado NFB 1003 e o NFB 6, apresentaram média similar (122,9 g kg™), e foram
superiores ao demais isolados utilizados. Este resultado difere do encontrado por
Andrade (2007), que constatou interacdo significativa entre os parametros
analisados e incremento no teor de carbono (0,97 e 1,19 g kg™), ao aplicar
diferentes doses de biofertilizante misto no solo.

Na Figura 8 observa-se que, mesmo na auséncia de interagéo significativa
em relacdo ao C analisado, houve um acréscimo de C organico ao material,
justificado pela presenca de diferentes proporcdes de torta de filtro e humus de
minhoca, que séo ricos em matéria organica e apresentam um pH adequado para
disponibilidade de nutrientes, além da inoculacdo com bactérias diazotroficas de
vida livre que contribuem para o acréscimo de nutrientes no biofertilizante misto. O
aumento de C no biofertilizante misto é de grande importancia, pois além de

melhorar as caracteristicas fisicas e quimicas do meio, atua como condicionador
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do solo regulando a temperatura e a umidade do mesmo (SANCHEZ-SANCHEZ
et al. 2007).

160 A

140 A

~ 120 -
2 100 |
80 -
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40 -
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MFEB1 MFB2 NFB3 NFBE MFBT

Carbono (g

Bacterias de ﬂda livre

Figura 8. Teor de carbono no biofertilizante misto em funcéo da inoculagédo com
diferentes bactérias diazotréficas de vida livre. NFB1-estirpe 1001; NFB2- estirpe
do solo 2; NFB3- estirpe 1003; NFB4- estirpe do solo 4; NFB6- estirpe do solo 6;
NFB7- estirpe do solo 7.

Todos os isolados utilizados na inoculagdo dos substratos contribuiram de
forma positiva para aumentar a disponibilidade de nutrientes ao substrato,
melhorando suas caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas, confirmando o

potencial do biofertilizante misto como produto alternativo para uso na agricultura.

CONCLUSAO

Pelo sequenciamento completo as estirpes diazotréficas utilizadas foram
identificadas como Bacillus subtilis, Mesorhizobium plurifarium, Paenibacillus
castaneae e Beijerinckia indica.

A inoculacdo com as bactérias diazotréficas de vida livre incrementou o teor
de N no biofertilizante misto.

As bactérias diazotréficas de vida livre Bacillus subtilis e Mesorhizobium
plurifarium, de uma maneira geral, apresentaram os melhores resultados para o

acréscimo de N, K, C, P no biofertilizante misto, no periodo de 25 a 30 dias.
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O biofertilizante misto mostrou potencial para uso na agricultura organica

como substrato em substituicdo aos fertilizantes sollveis convencionais.
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OTIMIZACAO DO BIOFERTILIZANTE MISTO ATRAVES DA INOCULACAO
COM FUNGOS DA ORDEM MUCORALES

Resumo

O uso de substratos organicos com biofertilizantes de rochas (P e K)
mais enxofre elementar inoculado com Acidithiobacillus, em mistura com
materiais organicos incrementam a disponibilidade de nutrientes. O
biofertilizante misto inoculado com fungos da Ordem Mucorales promovem
resisténcia contra doencas de plantas, pela producéo de quitosana. O objetivo
do trabalho foi de avaliar o potencial do bioprotetor (biofertilizante de rochas
inoculado com C. elegans, M. hiemalis, R. arrhizus) na disponibilidade de
nutrientes (bandejas) e no controle do fungo Fusarium solani “in vitro”. A
proporcao utilizada foi a selecionada no primeiro experimento com torta e
hamus de minhoca (2:3), mais o BPK (2:3:1). Foi realizada a inoculacdo com
100 mL de massa micelial, com diluicho em 400 mL, dos fungos
Cunninghamella elegans, Muco hiemalis, Rhizopus arrhizus, crescidos em meio
BDA. Usou-se o esquema fatorial (3x3) +1, com 3 fungos, com 3
concentra¢gfes, mais o tratamento controle com a mesma propor¢do mas sem
inoculacdo, com 4 repeticbes. Foram realizadas amostragens nos tempos 0;
15, e 30 dias. Nas amostras foram determinados: pH; N total; P e K disponivel).
Posteriormente foram retiradas amostras do bioprotetor para avaliar o potencial
“in vitro” contra o fungo Fusarium solani, usando o fatorial 3x3, com bioprotetor
inoculado com C. elegans; com M. hiemalis e com R. arrhizus), em 3 doses de
cada bioprotetor, mais o controle, com 4 repetigcdes. O crescimento do fungo
Fusarium solani foi feito pelo crescimento radial. Os melhores valores de pH
foram com os tratamentos com R.arrhizus e com C.elegans. Para P disponivel
foi verificado que C.elegans promoveu maior aumento desse em todos 0s
tempos, exceto para o periodo inicial (0 dias). Com relac&o ao K disponivel ndo

houve diferengca entre os tratamentos, inclusive o controle. Para N total ndo
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houve diferenca significativa entre os tratamentos, e todos foram superiores ao
controle. Os diferentes bioprotetores apresentaram potencial para inibicdo do
crescimento do Fusarium solani, e ndo houve diferenca entre as doses de
aplicadas em relacéo ao crescimento radial do fungo patogénico.
Palavras-chaves: Fusarium solani; Bioprotetor; Cunninghamella elegans;
Doencas fitopatogénicos;
OPTIMIZATION OF MIXED BIOFERTILIZER BY INOCULATION WITH
MUCORALES FUNGI

Abstract

The mixed biofertilizer produced from phosphate and potassic rocks plus
elemental sulfur inoculated with Acidithiobacillus, mixed with organic matters
increment nutrients availability. The mixed biofertilizer inoculated with fungi
Mucorales may promote resistance against plant diseases, by effect of
chitosan. The study aim to evaluate the effects of the bioprotector produced
with different Mucorales fungi (C. elegans, M. hiemalis, R. arrhizus) on nutrient
availability (in trays) and in the control of Fusarium solani “in vitro”. The best
proportion obtained in the first experiment using Sugarcane Mud cake and
Earthworm Compost (2:3) was used with BPK (2:3:1). The inoculation was
processed with 100 mL of the mycelia mass of the used fungi diluted in 400 mL.
The experiment used the factorial scheme (3x3) +1, with 3 fungi producing the
different bioprotector, in 3 concentrations, and the control treatment (biofertilizer
without inoculation with Mucorales fungi), in 4 replicates. Samples were
collected in times 0; 15, and 30 days, and determined: pH; Total N; available P
and K). More after, were collected samples of the bioprotector to evaluate the
potential against Fusarium solani fungi “in vitro” assays. The treatments were
tested in a factorial (3x3), using the bioprotetor inoculated with C. elegans; M.
hiemalis and R. arrhizus), applying the bioprotector in 3 rates, and the control
treatment without Mucorales fungi, with 4 replicates. The fungi growth of
Fusarium solani pathogenic fungi was evaluated by the radial diameter. The
best values of pH were observed with the Mucorales fungi R.arrhizus and C.
elegans. Available P increased when used the bioprotector with C. elegans, in
all the used incubation times, except to the initial time (T0). Available K does not
shows significant effect of the treatments, inclusive in relation with the control

treatment without Mucorales fungi. N total does not show significant difference
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to the Mucorales fungi and they are superior to the control treatments without
inoculation with Mucorales fungi (biofertilizer). The different bioprotector showed
potential to inhibit the growth of Fusarium solani and it was not observed
significant difference between the applied rates in relation to the radial growth of

the pathogenic fungi.

Keywords: Cunninghamella elegans; Fusarium solani; bioprotector;

phytopatogenic diseases.

INTRODUCAO

Com o0 avanco da agricultura novas tecnologias foram introduzidas nos
sistemas de producdao, favorecendo o incremento de nutrientes para as plantas.
Materiais como lodo de esgoto (NOBREGA et al.2007; CALDEIRA et al.2013),
residuos industriais, palha de arroz, composto organico (SOUSA et al.2015) e
casca de arroz carbonizada (SAIDELLES et al.2009; STEFFEN et al.2010) s&o
normalmente utilizados na agricultura organica como alternativa para substituir
a fertilizacdo comercial. Uma alternativa vidvel e econdbmica pode ser a
producéo de biofertilizantes com rochas fosfatadas e potassicas (RP e RK) em
mistura com materiais organicos (OLIVEIRA et al.2014; OLIVEIRA et al.2015).

Outro aspecto a ser considerado para a produtividade e qualidade da
producdo agricola é o que diz respeito aos processos de resisténcia das
plantas a doencas, em especial as promovidas por fungos radiculares, usando
produtos que ndo provocam danos ao ambiente. O biopolimero quitosana pode
ser utilizado para esta finalidade devido a sua capacidade antifUngica e
antibacteriana, induzindo enzimas de defesa nas plantas (STAMFORD et
al.2008), que também pode atuar na liberacdo de polifosfato inorganico
(FRANCO et al. 2005) e de outros minerais como potassio.

Dentre as diversas classes de fungos que produzem esse biopolimero
podem-se destacar os da ordem Mucorales que podem apresentar outras
funcdes, as quais sado de grande importancia na area da agricultura.
Geralmente esses fungos pertencem a Classe Zygomycetes, como é o caso do
Cunninghamella elegans que apresentam quitina e quitosana em sua parede
celular (CAMPOS-TAKAKI, 2005). A massa micelial do C. elegans, vem sendo
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utilizada para estabelecer métodos de otimizagc&do para processos de obtencao
de quitosana.

A quitosana possui propriedades especificas que mostram grande
potencial para inumeras aplicacbes em varios produtos comerciais,
especialmente devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e
reatividade do grupo aminico (FAI et al. 2008). Tais propriedades possibilitam
que a quitosana seja utilizada em varias aplicacdes, como a¢do antimicrobiana
(FENG & XIA 2011). Neste sentido a extracdo de biopolimeros a partir da
parede celular de fungos torna-se vantajosa por apresentar quitina e quitosana,
que podera ser produzida em larga escala e ndo depende de fatores sazonais
(FAI et al.2008).

O uso da massa micelial dessa classe de fungos para produzir
biofertilizante misto funciona como uma técnica promissora para incrementar 0s
mecanismos de defesa das plantas e, assim, aumentar sua resisténcia contra
doencas. O Biofertilizante de rochas inoculado com estes fungos torna-se o
bioprotetor, pois apresenta em sua composicdo quitina e quitosana produzida
por estes micro-organismos, 0 que justifica seu uso na agricultura como
substrato fertilizante e bioprotetor. Algumas hipGteses sugerem que a quitosana
pode alterar a permeabilidade da membrana plasmatica e provocar estresse
oxidativo em fungos patogénicos (DI PIERO E GARDA, 2008).

De acordo com Felix, (2011), houve inibicdo do fungo fitopatogénicos
Pythium, a partir da dose 0,50 mg mL™ de quitosana, que paralisou o
crescimento micelial na dose de 2,0 mg mL™. Para fungo Botrytis cinerea
causadora da “podridao cinzenta” na uva a dose de quitosana recomendada foi
de 1,9 a 3,8 mg mL™, com efeito antiftngico (SILVA JUNIOR, 2012).

O objetivo do trabalho foi avaliar o potencial do bioprotetor com
biofertilizante de rochas em mistura com enxofre inoculado com C. elegans, M.
hiemalis, R. arrhizus) em estudos em bandejas e no controle do fungo

Fusarium solani através de testes “in vitro”.

MATERIAL E METODOS

Producédo de Bioprotetor com quitosana fungica
O experimento foi realizado em casa de vegetacdo na Universidade

Federal Rural de Pernambuco-UFRPE. A propor¢cdo de material organico
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utilizada foi (2:3) torta: himus, acrescida de 1dm™ de biofertilizante de rochas
com P e K, ou seja: (2:3:1), torta: humus: biofertilizante de rochas com P e K,
usada para producdo do biofertilizante misto (BNPK). O bioprotetor (PNPK) &
considerado o biofertilizante misto, (BNPK) inoculado com massa micelial de
fungos da Ordem Mucorales (C. elegans, M. hiemalis, R. arrhizus), que
possuem quitina e quitosana na parede celular. As trés espécies de fungos
utilizadas no experimento foram cedidas pela Universidade Catolica de
Pernambuco-UNICAP, mantidas em meio BDA e estocadas em refrigeracdo (5
°C).

Para o preparo da massa micelial os fungos foram repicados para
Erlenmeyers de 2000 mL contendo 1000 mL de meio BDA que, posteriormente,
foram incubados durante 8 dias sob agitacdo a 150 rpm, em agitador
horizontal. Apds este periodo foram preparadas 16 bandejas com a proporcao
selecionada, inoculadas com 100 mL da cultura de fungos, com diluicdo em
400 mL de agua de torneira, passada em filtro de carvao ativado. Os fungos
inoculados foram C. elegans. R. arrhizus, M. hiemalis. O tratamento controle
foi sem inoculagédo, formando um esquema com aplicacdo de 3 fungos (para
producédo de bioprotetor), cada um avaliado em 3 épocas de amostragem (0, 15
e 30 dias), mais o tratamento controle (com biofertilizante, sem inoculagdo com
fungo Mucorales), com 4 repeticdes.

Apos a inoculagéo as bandejas foram homogeneizadas, com o auxilio de
espatulas esterilizadas, e em seguida as bandejas foram incubadas por 30
dias, a temperatura ambiente (28 + 2 °C). O controle da umidade foi realizado
da mesma forma descrita para a producdo do experimento para producédo de
biofertilizante misto, com adicdo de agua passada em filtro de carvao ativado,
até 80% para saturacao.

Durante a conducdo dos ensaios foram realizadas amostragens dos
substratos no tempo de inoculagcdo, com 15, e 30 dias, respectivamente. O
ensaio foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado no esquema
fatorial 3x3, utilizando 3 espécies de fungo produtor de quitosana fungica e 3
tempos de amostragem, com 4 repeticbes. Nas amostragens foram
processadas analises quimicas de: pH (H20), N (totais) e P e K disponivel,

seguindo a metodologia da Embrapa (2009).

Ensaio in vitro com o bioprotetor
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As amostras do bioprotetor foram maceradas e passadas em peneira de
50 mesh. Posteriormente, foi realizada a pesagem desse material, nas
seguintes doses: 1g; 2g e 3 g por 40 mL de meio BDA sélido. As amostras
foram colocadas em tubos Falcon, autoclavados por uma hora, sendo entao as
diferentes doses misturadas com o meio BDA, e em seguida os materiais foram
distribuidos em placas de Petri, formando um esquema fatorial 3x3 (3 doses e
3 tipos de bioprotetor) mais o controle, com 4 repeti¢cdes. Posteriormente, foram
colocados discos de 0,5cm do fungo Fusarium solani no centro de cada placa,
para avaliar o potencial do bioprotetor no controle do crescimento do fungo. As
placas foram incubadas em estufa de crescimento a 28 °C, durante 7 dias.
Esse periodo foi observado em relacdo ao tempo que o tratamento controle
atingiu a borda da placa de Petri.

O crescimento do fungo Fusarium solani foi avaliado através do
crescimento radial (diametro da col6nia - cm), medido a partir do segundo dia
da montagem do experimento. A medi¢cdo do didametro da colonia foi realizada
em dois sentidos perpendiculares, a cada 24 h de incubacdo. Os resultados
foram submetidos a teste de médias (Tukey a 5%), e regressdo quando

pertinente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento em Bandejas

O resultado do pH dos estudos em bandejas contendo os diferentes
bioprotetores estdo apresentados na Figura 1. Foram observados efeitos
significativos do pH nos bioprotetores e no tratamento controle (biofertilizante
sem adicdo de fungos da ordem Mucorales). Os melhores valores de pH foram
verificados para os tratamentos R.A+BNPK e C.E+BNPK que néo diferiram
entre si, com médias de 7,48 e 7,45 pH (H20), respectivamente. Estes
resultados concordam com o0s obtidos por Santana et al. (2014), que
constataram efeitos significativos para o pH do biofertilizante de rochas em
mistura com humus de minhoca (inoculado com bactérias de vida livre e fungo
C. elegans) durante o periodo de incubagéo de 10 a 20 de dias. Silva Junior et
al. (2012), ndo constatou efeito significativo para pH do solo com aplicacdo de

diferentes fertilizantes, ao analisar o efeito do bioprotetor e do fertilizante
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convencional solavel nas caracteristicas do solo. Os fungos C. elegans, e R.
arrhizus presentes no biofertilizante misto formando o bioprotetor, atuam como
fornecedores de nutrientes e protegem as plantas contra doencas fungicas, por
efeito da quitina e quitosana contida nas paredes celulares. Valores de pH mais
baixos foram observados no tratamento controle em resposta a ndo aplicacao
de fungos produtores de quitosana, ou a menor eficiéncia do fungo M. hiemalis

para elevar o pH no bioprotetor.
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Figura 1. Valores de pH no experimento em bandejas com substratos contendo
0s bioprotetores produzidos com os diferentes fungos Mucorales. R.A+BNPK-R.
arrhizus mais biofertilizante misto; M.H + BNPK-M. hiemalis mais biofertilizante
misto; C.E + BNPK-C. elegans mais biofertilizante misto; BNPK- biofertilizante

misto.

Para o P disponivel nos bioprotetores ocorreu diferenca significativa
(p<0,05) de acordo com os periodos de incubacdo (tabela 1). No periodo de
incubagdo de O dias houve aumento na disponibilidade de P em todos os
tratamentos, ndo havendo diferenca significativa entre si. No entanto, para o
periodo de 15 dias os bioprotetores com C. elegans, M. hiemalis e o controle
apresentaram aumento na disponibilidade de P, que foi de aproximadamente
40%, comparando com o tratamento com adi¢do de R. arrhizus. Acréscimos na
disponibilidade de P também foram constatados no biofertilizante misto (BNPK)
durante 30 dias de incubag&o, com aumento de 100% em comparagdao com o
tempo inicial (Santana et al. 2014). Os fungos da classe zygomicetos tem a
capacidade de produzir fosfatos inorganicos aumentando desse modo a

disponibilidade de P no meio de cultivo, entretanto, a maior ou a menor
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contribuicdo desses fungos em aumentar 0s nutrientes nos substratos esta
relacionado com os valores de pH &cidos no meio de cultivo, sugerido que a
quitosana produzida pelo fungo altere a permeabilidade da membrana
plasmatica (BENHAMOU, 1996) e também promove estresse oxidativo no
fungo patogénico (DI PIERO & GARDA 2008).

Maior incremento na disponibilidade de P foi observado para o periodo
de incubacao de 30 dias nos bioprotetores. O bioprotetor com C. elegans, R.
arrhizus e o controle aumentaram o teor de P, em 26% a mais em relagcédo ao
tratamento com adicdo de M. hiemalis. Este efeito provavelmente foi devido a
maior liberacdo dos nutrientes contidos na apatita e no material organico que
constituem o bioprotetor. O biofertilizante - bioprotetor pode liberar todos os
macronutrientes necessarios para o crescimento e produtividade das plantas.

A quitosana pode aumentar os niveis de N, P e K nos substratos devido
a formacdo de grupos amino, devido a desacetilacdo da quitosana como
relatado por Kowalski et al. (2006) and Goy et al. (2009). Além disso, C.
elegans contém quitosana na parede celular e produz polifosfatos inorganicos
(FRANCO et al. 2011), que aumenta a solubilidade de P e de outros nutrientes.
Os nutrientes podem ser liberados das rochas que constituem o bioprotetor por
Varios processos quimicos, fisicos e biolégicos. A inoculacdo do biofertilizante
de rochas com a bactéria Acidithiobacillus, que atua na oxidagdo do enxofre
elementar produzindo &cido sulfarico, atua nas rochas, aumentando a
disponibildade de P e K, como relatado por Stamford et al. (2006; 2007a;
2008a). Também deve ser observado que o S-SO,? liberado durante o
processo pode ser utilizado pelas plantas pois o S elementar sera convertido
em sulfato (SANTANA et al. 2014). Também, o acréscimo na disponibilidade de
P pode ser explicado por possivel atuacéo de outras bactérias nativas do solo e
por fungos que produzem polifosfatos inorganicos, e que podem promover
aumento na disponibilidade desse elemento no substrato. Silva et al. (2011),
analisando diferentes doses de biofertilizante de rochas (BP) no crescimento do

mel&o, verificou efeitos positivos com incrementos no conteudo de P do solo.

Tabela 1. Valores de fosforo nos bioprotetores, incubado em bandejas,
durante diferentes dias de incubacdo a temperatura ambiente.

Periodo de incubacao (dias)
0 15 30

Bioprotetores
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Fosforo (g kg™)

R.arrhizus+BNPK 2,3%+0,21 1,7° £0,18 1,9%+0,28
M.hiemalis+BNPK 2,5+ 0,10 2,4+ 0,30 1,4°+0,47
C.elegans+BNPK 2,4%+ 0,10 2,3+0,21 1,8%+0,22
Controle-BNPK 2,4°+0,43 2,3+ 0,29 1,9+ 0,31

BNPK-Biofertilizante misto. Médias minuscula na vertical ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey. C.V(%). 13,28.

A efetividade do biofertilizante de rochas com enxofre elementar
inoculados com A. thiooxidans foi relatada por Lima et al. (2010). Os autores
concordam que o biofertilizante de rochas com P e K em mistura com
composto de minhoca apresenta efeito residual maior em comparacdo com
fertilizantes soltveis em um latossolo amarelo em dois cultivos consecutivos.

O efeito do bioprotetor no teor do K disponivel foi significativo (p<0,05),
em cada periodo de incubacao, e estdo apresentados na Tabela 2. Os valores
de K em todos os tratamentos, inclusive o controle, ndo apresentaram
diferengas significativas entre si. No periodo de 0, 15, e 30 dias de incubacéo
todos os bioprotetores obtiveram disponibilidades de K, com resultados

semelhantes e nao diferindo do controle.

O aumento de K disponivel em substratos pode estar relacionado com o
teor de K presente nas rochas naturais e com a inoculacdo do material com
fungos da ordem Mucorales, que pode proporcionar incremento do nutriente.
Além disso, processos interativos realizados por micro-organismos liberam
macronutrientes contido nos compostos utilizados para produzir o biofertilizante
misto e bioprotetor, como o humus de minhoca. Efeitos significativos no
acréscimo de K foram verificados por Santana et al. (2014), tendo sido
observado que os maiores valores de K disponivel foram obtidos apds 30 dias
de incubacdo. Estes autores também observaram que o bioprotetor com C.
elegans aumentou o K disponivel em até 20% a mais do que o obtido no
biofertilizante BNPK.

Tabela 2. Valores de Potassio nos bioprotetores, incubado em bandejas,
durante diferentes dias de incubacéo a temperatura ambiente.

Periodo de incubacao (dias)
0 15 30

Bioprotetor
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Potassio (g kg™

R.arrhizus+BNPK 0,55% + 0,04 0,52*+0,01 0,67*+0,13
M.hiemalis+BNPK 0,55%+ 0,03 0,57°+£0,03 0,58%+ 0,06
C.elegans+BNPK 0,60% + 0,03 0,54+ 0,04 0,59+ 0,04
Controle-BNPK 0,56% + 0,05 0,62°+0,05 0,59°+0,03

BNPK-Biofertilizante misto. Médias minuscula na vertical ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey. C.V(%). 9,7.

O N total no biofertilizante misto foi afetado pela inoculacdo com fungos
produtores de quitosana, e os resultados estdo apresentados na Figura 2, com
diferenca significativa entre os tratamentos de fertilizagdo e o controle. Os
bioprotetores mostraram resultados semelhantes, com maior disponibilidade de
N total, ndo diferindo entre si, mas sendo superior ao tratamento controle. O
biofertilizante rochas (BPK) constituido com materiais organicos formam o
biofertilizante misto (BNPK), inoculado com bactérias diazotréficas de vida livre,
0 que justifica o aumento no contetdo de N total, através do processo de
fixacdo biolégica do nitrogénio - FBN (STAMFORD et al. 2014), aumentando
também a disponibilidade de P devido a producdo de polifosfato inorganico
pela presenca do fungo C. elegans (FRANCO et al.2011). Efeitos significativos
para o N total também foram observados por Stamford et al. (2014), avaliando
diferentes produtos de fertilizacdo (BNPK- biofertilizante; PNPK - bioprotetor;
NPKF — fertilizante soluvel) na disponibilidade de nutrientes no solo. Stamford
et al. (2009), encontraram incremento de N total no solo, com aplicacdo de
BNPK inoculado com fungo produtor de quitosana (C. elegans), e também
observaram maior eficiéncia agrondémica do biofertilizante de rochas em
mistura com humus de minhoca no crescimento do feijao de corda.

A inoculacdo do BNPK (biofertilizante misto) com massa micelial de C.
elegans, com bactérias diazotréficas de vida livre, favoreceu aumento no teor
de N total, na nodulacdo do feijao-caupi, na producdo de biomassa e na

absorcao de nutrientes durante 30 dias de incubacdo (BERGER et al.2013).
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Figura 2. Incremento de N total no biofertilizante misto em fungéo da inoculacdo
com os diferentes fungos da Ordem Mucorales, no experimento em bandejas.
R.A+BNPK-R. arrhizus mais biofertilizante misto; M.H + BNPK-M. hiemalis mais
biofertilizante misto; C.E + BNPK-C. elegans mais biofertilizante misto; BNPK-

biofertilizante misto.

Experimento “in vitro”

O crescimento do fungo Fusarium solani foi afetado pela presenca de
diferentes fungos produtores de quitosana inoculados no biofertilizante misto, com
reducao no crescimento (Figura 3). Houve interacdo significativa (p<0,05) entre os
tratamentos e os periodos de incubacao (dias), em relacdo ao crescimento radial
do Fusarium solani. O crescimento do fungo foi significativamente inibido quando
incubado em meio BDA contendo o biofertilizante misto inoculado com os fungos
produtores de quitosana (R. arrhizus; C. elegans; M. hiemalis). Os tratamentos
com os diferentes fungos Mucorales nao diferiram entre si, porém,
apresentaram diferenca significativa em comparacdo ao tratamento controle,
gue apresentou maior crescimento, com meédia de 7,8 cm em 7 dias de incubacao,
na dose 1 e 2g de bioprotetor, e de 8,9 cm na dose 3g. Berger et al. (2016)
observou que o crescimento radial do fungo Fusarium oxysporum f. sp. foi

significativamente inibido quando incubado em meio BDA contendo as maiores
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concentracdes de quitosana (4, 5 e 6 mg mL™), durante 9 dias de incubacéo.
Além da atividade antimicrobiana de quitosana, o ensaio in situ demonstrou a
capacidade de diferentes fontes de quitosana (quitosana de crustaceos, e de C.
elegans) que diminuiu o indice de severidade da fusariose em caupi inoculado
com F. oxysporum f . sp.tracheiphilum.

Comportamento similar foi verificado para o crescimento radial do
Fusarium solani, nas diferentes doses utilizadas, apresentando maximo
crescimento linear em todos os tratamento, durante 7 dias de incubacé&o. No
tratamento controle o Fusarium solani apresentou crescimento maximo quadratico
em todas as doses com 7 dias de incubac¢do, com médias superiores aos demais
tratamentos.

Alguns autores sugerem que a atividade antimicrobiana da quitosana €,
devido ao grupo amino numa forma policationico na presenca de um baixo pH,
como geralmente ocorre em solugcdes de quitosana. Nestas condigbes, a
estrutura catidnica pode interagir com as cargas negativas de grupos aniénicos
da membrana celular dos micro-organismos, alterando a permeabilidade da
membrana plasmatica, promovendo a reducdo nos componentes intracelulares

(YOUNES AND RINAUDO, 2015).
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Figura 3. Crescimento radial (cm) do Fusarium solani nas doses 1g, 2g e 3g de
Bioprotetor com diferentes fungos Mucorales, em varios tempos de incubacao.
R.A (R. arrhizus) adicionado o biofertilizante misto; M.H (M. hiemalis) mais o
biofertilizante misto; C.E (C. elegans) mais o biofertilizante misto; C.O

(biofertilizante misto, sem adi¢céo de fungo Mucorales).

Ensaios utilizando feijdo-caupi mostraram que o uso de quitosana pode
induzir mecanismos de defesas nas plantas contra a murcha causada por
Fusarium oxysporum f. sp, evidenciando o potencial do biopolimero (quitosana),
que atua na defesa contra doencas fitopatogénicas (BERGER et al.2016).
Resultado similar foi encontrado por Rappussi et al. (2009 ), que relataram
efeito fungicida de quitosana e como inibidor do crescimento micelial, na
morfologia e na germinacao de conidios. De acordo com Liu et al. (2004), a
quitosana pode participar na producédo de uma pelicula (filme) protetor sobre a
superficie celular, impedindo o transporte de nutriente pela membrana
plasmética. Entretando, através de analise microscopica Berger et al. (2016)
verificou que é possivel observar algumas alterac6es morfolégicas, tais como
depressdes, na superficie de hifas de F. oxysporum f . sp . tracheiphilum
causada por quitosana.

Estudos realizados por Fitza et al. (2013) e Ma et al. (2013) também
demonstraram a possibilidade do uso da quitosana como alternativa potencial
para controlar doencas durante a pré-colheita de algumas culturas agricolas,

evitando o uso de pesticidas
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CONCLUSOES

Rhizopus arrhizus e Cunninghamella elegans foram mais efetivos na
producéo de acidez do que Mucor hiemalis.

O biofertilizante misto inoculado com fungos da Ordem Mucorales, de
uma maneira geral, ndo mostrou grande variacdo na disponibilizacédo de P e K
disponivel,

Para N total ndo houve efeito entre os diferentes fungos da Ordem
Mucorales, entretanto todos promoveram incremento de N total quando
comparado com o biofertilizante misto sem inoculacéo (tratamento controle).

Os diferentes bioprotetores apresentaram potencial para inibir o
crescimento do Fusarium solani.

N&o houve diferenca entre as doses de bioprotetores aplicadas em

relacdo ao crescimento radial do Fusarium solani.
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