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Apresentacao

O potassio (K) € um dos nutrientes mais necessarios para o
desenvolvimento vegetal, contudo grande parte dos solos
brasileiros apresentam baixo teor de K disponivel para as
plantas. Aliado a isso, a busca pelo aumento da produtividade
agricola tem estimulado o uso dos adubos potassicos.
Entretanto, a producao nacional desses fertilizantes atende
apenas em torno de 10% de sua demanda. Dessa forma,
verifica-se a necessidade de pesquisas visando o uso de fontes
alternativas brasileiras para a adubacao de K que possam
contribuir para a reducao dos custos da producao agricola.
Neste trabalho, procurou-se avaliar, in vitro, o potencial

de estirpes de microrganismos pertencentes a colecao de
Microrganismos Multifuncionais da Embrapa Milho e Sorgo
quanto a biossolubilizacao de K a partir de rocha silicatica
(fonolito). Foram testados 13 isolados, sendo trés bactérias

e dez fungos quanto a eficiéncia de solubilizar o K em meio
de cultura liquido contendo o p6 da rocha fonolito como
fonte de K. Apos 10 dias de agitacao sob 28 °C, os teores de

K, bem como do pH, foram determinados nos sobrenadantes
das culturas. Além disso, identificaram-se os isolados mais



eficientes na solubilizacao de K. Os resultados mostraram
que a biodisponibilidade de K apds 10 dias de crescimento
dos microrganismos variou significativamente em funcao
dos isolados. A bactéria estirpe B30, identificada como
Burkhoderia sp., foi a mais eficiente na solubilizacao de K,
com incremento de 70% de solubilizagao em relacao ao
controle nao inoculado. Além disso, observou-se decréscimo
nos valores do pH no meio de cultura, principalmente nos
tratamentos com as estirpes mais eficientes. Estes resultados
sugerem que 0s microrganismos mais eficientes podem ser
avaliados futuramente no sistema solo-planta para otimizar a
biodisponibilidade de K a partir da rocha fonolito.

Antonio Alvaro Corsetti Purcino
Chefe-Geral
Embrapa Milho e Sorgo
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Introducao

O potassio (K) € um dos macronutrientes mais requeridos pelos
vegetais, sendo o terceiro elemento mais importante para o
desenvolvimento das plantas, depois apenas do nitrogénio e
do fosforo (MALAVOLTA et al., 1997; ZORB et al., 2014). Este
elemento auxilia no crescimento radicular, na maturacao e
formacao dos graos, tornando-os mais pesados e volumosos,
além de favorecer a resisténcia das plantas as doencgas (WHITE;
KARLEY, 2010; ARMENGAUD et al., 2010). E essencial aos
processos metabolicos, pois exerce papel na fotossintese,
regulando a abertura dos estdmatos, e atua na ativacao de
sistemas enzimaticos. Além disso, uma adubacao potassica
equilibrada pode contribuir para diminuicao do efeito da
deficiéncia hidrica, o que favorece o aumento da produtividade
das culturas (DALCIN, 2008).

Contudo, para garantir a producao agricola brasileira, altas
doses de K precisam ser adicionadas ao solo por meio de
fertilizantes, principalmente o cloreto de potassio (KCl), o que
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deixa onerosos os custos de producao. Uma desvantagem

do KCI é que ele apresenta alto indice salino, podendo, em
aplicacoes com doses elevadas, causar danos as plantas ou

a semente, como cloroses, queima e perdas de producgao,
principalmente em periodos de seca ou com aplicacao
localizada (SANTOS, 2013). Do ponto de vista ambiental,
nutrientes que levam cloreto em sua composicao afetam a
microbiota do solo, ja que ele € um poderoso bactericida. A
utilizacao do cloreto de potassio, por exemplo, foi proibida na
agricultura organica, pois contém 45% de cloro (SANTOS et al.,
2006).

Além disso, o mercado nacional de fertilizante nao supre toda

a necessidade dos fertilizantes potassicos, sendo preciso
importar grande parte deste adubo (OLIVEIRA JUNIOR et al.,
2013), e neste caso, o aumento da demanda por nutrientes

para garantir a sustentabilidade da producao agricola tornou

o Brasil um dos principais importadores de fertilizantes, em
particular de potassio, com cerca de 91% do que se consome
vindos do exterior (INSTITUTO BRASILEIRO DE MINERACAO,
2010; SANTOS, 2013). Com base na producao brasileira atual, as
reservas estimadas de minério bruto como fontes de cloreto de
potassio permitiriam sua exploracao somente até o ano de 2017
Portanto, se faz necessaria a busca de alternativas para diminuir
a importacao de fertilizantes potassicos (SANTOS, 2013).

Uma possibilidade para a reducao do uso dos fertilizantes
comerciais € a aplicacao de pds de rochas que apresentam
significativo teor de K. Dentre estas, encontram-se em

territorio brasileiro em ampla distribuicao as rochas dos tipos
kamafugitos, flogopititos, biotititos, kimberlitos, biotita xistos,
com quantidades razoaveis de flogopita ou biotita (GUIMARAES



10

Biossolubilizacao de Potassio In Vitro a Partir da Rocha Fonolito por Microrganismos
do Solo

et al., 2006). Estas rochas potassicas podem ser encontradas

na sua forma mineral de silicatos, como feldspato, mica,
leucita, glauconita e illita, e na forma de sais, como a silvita,
carnalita, kainita e langbeinita (PIZA et al., 2009). O teor de K
nestes materiais primarios varia de acordo com o material de
origem e transformacoes que este pode ter sofrido, sendo que
minerais como mica e feldspato, em geral, apresentam maiores
concentragoes deste elemento (MARTINS et al., 2004).

Rochas brasileiras ja tém sido avaliadas como fontes
alternativas para a adubacgao potdssica, dentre elas feldspato,
po6 de mica, ultramarfica alcalina, verdete, biotita e flogopitita
(RESENDE et al., 2006; SANTOS, 2013) e fonolito (CORTES

et al., 2010). Contudo, o K presente nestas rochas nao esta
prontamente disponivel, sendo necessaria a dissolucao de sua
estrutura cristalina. Dessa forma, a aplicacao direta desses
minerais no solo tem sido descartada em razao da baixa
disponibilizacao de K para as plantas (RESENDE et al., 2006).
Algumas pesquisas tém avaliado estratégias para aumentar a
solubilidade de K desses minerais, dentre elas a adigcao do po
dessas rochas juntamente com microrganismos solubilizadores
de K para aumento do suprimento deste nutriente em diversas
culturas (BASAK; BISWAS, 2009; LOPES-ASSAD et al., 2010;
SANTOS, 2013; ZHANG; KONG, 2014).

Muitos microrganismos do solo apresentam capacidade

de solubilizar o K contido em minerais (MEENA et al., 2014;
ZHANG; KONG, 2014). Estes microbios, geralmente, compoem
o grupo de microrganismos denominado promotores do
crescimento vegetal (PGPM: “microorganisms promoter
growth of plant”). Os PGPMs podem ser isolados da rizosfera
das plantas (ZARJANI et al., 2013) ou do seu interior, no
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caso dos endofiticos (LUGTENBERG et al., 2013). Varios

fatores de crescimento vegetal tém sido atribuidos a estes
microrganismos, diretos ou indiretos. Por exemplo, a exsudacao
de compostos soluveis, mobilizacao ou mineralizacao de
nutrientes, decomposicao da matéria organica, solubilizacao de
fosfato, fixacado de nitrogénio, nitrificacao e producao de varios
hormonios que estimulam o crescimento vegetal (PARMAR;
SINDHU, 2013; VERMA et al., 2012, 2013; MEENA et al., 2014;
LUGTENBERG et al., 2013).

No grupo dos microrganismos solubilizadores de K podem

ser encontrados tanto bactérias (ZARJANI et al., 2013)

como fungos (ROSA-MAGRI et al., 2012). Bactérias dos

géneros Pseudomonas, Burkholderia, Acidothiobacillus,
Bacillus, Paenibacillus, Klebsiella, Enterobacter, Pantoea,
Microbacterium, Agrobacterium, Rhizobium ja foram relatadas
como solubilizadoras de K (GUNDALA et al., 2013; LIU et al.,
2012; ZHANG; KONG, 2014; MEENA et al., 2015). Por exemplo,

a solubilizacao da rocha feldspato por 27 estipes bacterianas
isoladas da rizosfera de tabaco foi avaliada por Zhang e Kong
(2014). Neste trabalho, o maior teor de K liberado foi de 4,4 mg
L-", sendo que a melhor estirpe solubilizadora incrementou
cerca de nove vezes o teor de K no meio, comparada a rocha
sem inoculacado. Em outra pesquisa, envolvendo a solubilizacao
da rocha mica, o maior valor de K liberado foi de 49.0 mg

L " (PARMAR; SINDHU, 2013). Além disso, vinte estirpes
bacterianas de um total de 137 culturas avaliadas apresentaram
capacidade de solubilizagao desta rocha (PARMAR; SINDHU,
2013). Para os fungos, os géneros Aspergillus e Penicillium

sao os mais relatados (ARGELIS et al., 1993; PRAJAPATI et al.,
2012). Além destes, fungos micorrizicos podem aumentar o teor
de K soluvel a partir de minerais potassicos no solo por causa
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da liberacao de acidos organicos e prétons no meio, como ja
reportado por Alves et al. (2010). Todavia, a solubilizacao de K
depende de fatores como as condi¢coes do solo, caracteristicas
da fonte desse elemento e do tipo de planta (CLARK; ZETO,
2000; UROZ et al., 2009).

Além dos resultados de solubilizacao de K in vitro, inUmeros
trabalhos tém demonstrado o potencial dos microrganismos na
liberacao de K no sistema solo-planta, promovendo um maior
desenvolvimento vegetal (ALVES et al., 2010; VERMA et al.,
2012, 2013; ZHANG; KONG, 2014). O crescimento das raizes e
da parte aérea do quiabo (Abelmoscus esculantus) foi atribuido
a inoculacao da bactéria Enterobacter hormaechei em solo
deficiente de K. Esta estirpe também foi capaz de mobilizar K
quando adicionada a rocha feldspato no solo, favorecendo a
aquisicao desse nutriente pela planta (PRAJAPATI et al., 2013).
A inoculacao de Bacillus mucilaginosus também propiciou

uma liberagao de K a partir da rocha mica e favoreceu a
aquisicao deste elemento pelo Sorghum vulgare, resultando
num aumento da producao de biomassa desta planta (BASAK;
BISWAS, 2009). Em outro trabalho, plantas de milho (Zea
mays) tiveram o crescimento estimulado pela inoculacao de
Bacillus mucilaginosus quando cultivado em solo adicionado de
mica. Foi constatada maior acumulacao de biomassa e maior
conteudo de K nas plantas nos tratamentos inoculados com
esta estirpe bacteriana (SINGH et al., 2010).

Sendo assim, a prospeccao de microrganismos capazes de
solubilizar K pode contribuir para o suprimento deste nutriente
as plantas (ZORB et al., 2014), com baixo custo econémico

e ambiental e, consequentemente, contribuindo para a
competitividade da agropecuaria brasileira. O objetivo deste



Biossolubilizacao de Potassio In Vitro a Partir da Rocha Fonolito por Microrganismos
do Solo

trabalho foi avaliar fungos e bactérias isolados de solo quanto
a capacidade de solubilizar K, in vitro, a partir de uma rocha a
base de feldspato (fonolito).

Material e Métodos

Foram avaliados 13 microrganismos isolados de solo
pertencentes a Colecao de Microrganismos Multifuncionais da
Embrapa Milho e Sorgo, sendo 10 fungos e 3 bactérias. Estes
foram pré-selecionados de acordo com a triagem realizada por
Guimaraes et al. (2006) e Silva et al. (2008). Os microrganismos
foram reativados a partir dos estoques de tubo inclinado em
placas de Petri contendo meio de cultura BDA: batata (200 g
L"), dextrose (20 g L") e agar (15 g L"). Em seguida, foi avaliada
a formacao de halo de solubilizacao em meio s6lido MISK
(Microrganismos Solubilizadores de K) Guimaraes et al.,

2006 (Figura 1) com a seguinte composicao para 1 litro: 5,0

mL da solugao de NH,H,PO, 10%; 2 mL CaCl,.2H,0 1%; 2 mL
MgS0,.2H,0 1%; 1 mL FeCl, 1%; Na,Mo00,.2H,0 0,1% e 1% do
po6 de rocha como unica fonte de K. O pH do meio foi ajustado
para 7,0.

Figura 1. Halo de solubilizagao/hidrdlise por microrganismos em
meio soélido contendo rocha silicatica fonolito como fonte de K.

A capacidade de biossolubilizagdo da rocha fonolito (K,O
8,0%) pelos microrganismos foi avaliada em frascos de 50

13
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mL contendo meio de cultura liquido MISK. O pH do meio foi
ajustado para 7,0. Como in6culo, foram utilizados 500 uL de
suspensao bacteriana em cada frasco e, no caso dos fungos, 5
discos de micélio de 8 mm de didametro. Os tratamentos foram
realizados em triplicatas, constituidos de cada estirpe e da
rocha fonolito. Foi adicionado um tratamento controle contendo
somente a rocha. O fonolito é caracteristicamente uma rocha
alcalina, do tipo vulcanica insaturada em silica, o que é
manifestado pela presenca de feldspatoides, e se encontra
distribuida pelo Brasil, principalmente em Pogos de Caldas,
Estado de Minas Gerais (SANTOS, 2013).

Apos 10 dias de incubacao sob agitacao a 120 rpm e
temperatura de 28 °C, o meio de cultura foi centrifugado a
10.000 g e filtrado em filtro de papel whatman n°42. O teor de
K foi determinado a partir do filtrado por espectrofotometria de
chama e o pH foi aferido no meio de cultura por potenciometro.
O K biodisponibilizado por cada microrganismo foi calculado
com base na diferenca do teor de K (mg L") disponivel em cada
amostra inoculada pelo valor de K no controle. Os resultados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as

médias foram comparadas pelo teste de Scott Knott a 5% de
probabilidade utilizando-se o programa Sisvar.

Em seguida, realizou-se a identificagao dos microrganismos
mais eficientes na solubilizacao de K. Para bactéria, a
identificacao foi baseada no sequenciamento da regiao do gene
ribossomal 16S. O DNA gendmico foi extraido pelo método

de Pitcher et al. (1989). Em seguida, amplificou-se a regiao do
rDNA utilizando os “primers’ universais 8F e 907R (LANE et al.,
1991). A reacao da PCR foi realizada para um volume final de 50
ul, contendo 60 ng de DNA, 1 XTampao, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM
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dNTPs, 0.5 uM primers, e .5 U of Taq DNA polymerase (Sinapse,
Brazil). A amplificacao foi realizada em termociclador, com
desnaturacao a 94 °C por 4 minutos, seguida de 30 ciclos de 94
°C por 1 minuto, anelamento a 55 °C por 1 minuto, extensao a
72 °C por 2 minutos e extensao final conduzida a 72 °C por 10
minutos. Os produtos da amplificagao da PCR foram purificados
e sequenciados utilizando-se o kit Big Dye (Applied Biosystems,
Forter City, CA), sendo a reagao constituida de 10 ng de DNA,
1,6 uL do tampao 5X, 0,8 uL do Big Dye e 1 yL de primer (5 uM).
A reacao foi amplificada a 96 °C por 20 segundos, 55 °C por 15
segundos, 60 °C por 4 minutos, repetidos por 30 vezes cada.

Os produtos da reacao foram sequenciados no sequenciador
automatico ABI Prism 3730® (Applied Biosystems). As
sequéncias foram editadas e comparadas com sequéncias
depositadas no banco de dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/) utilizando-se o programa Blast N (ALTSCHUL et al.,
1997).

Para o grupo de fungos, a identificacao foi feita até o nivel de
género, de acordo com as caracteristicas macromorfoldgicas e
micromorfoldgicas da cultura, no laboratério de Fitopatologia
da Embrapa Milho e Sorgo. Cultivos monosporicos dos fungos
foram transferidos para placas de Petri contendo meio de Batata
Dextrose Agar (BDA) e incubados a 25 °C, no escuro, por 4
dias, para observacao da taxa de crescimento e morfologia das
colonias. As caracteristicas micromorfoldgicas avaliadas foram:
presenca de conidios, coloracao dos esporos e do micélio;
presenca de clamiddsporos; presenca de microconidios. As
estruturas vegetativas foram comparadas com descricoes na
literatura (KLICH, 2002).

15
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Resultados e Discussao

Os resultados de solubilizacao da rocha fonolito e alteracao

do pH no meio de cultura em funcao dos isolados testados
apresentaram diferenca significativa (p<0,05). A estirpe B30 foi
identificada como pertencente ao género Burkholderia sp. Esta
estirpe foi a mais eficiente na solubilizacao de K, liberando 38
mg L' em 10 dias de fermentagao, comparada a um grupo de 10
fungos e 3 bactérias. Este valor correspondeu a um incremento
de 70% no teor de K no meio de cultura apos 10 dias de
incubacao em relacao a amostra controle, sem microrganismos
(Figura 2). Estirpes bacterianas solubilizadoras de K a partir de
diferentes rochas ja tém sido relatadas (BASAK; BISWAS, 2009;
PARMAR; SINDHU, 2013; ZHANG; KONG, 2014). Rizobactérias
de tabaco, por exemplo, foram detectadas com potencial para
biossolubilizagao de K de p6 de mica. Destas, as seis estirpes
com maior eficiéncia de solubilizacao liberaram entre 28 e

49 mg L' de K (PARMAR; SINDHU, 2013). Estirpes de Bacillus
edaphicus também apresentaram capacidade de solubilizacao
de K das rochas illito e feldspato, sendo que todas as estirpes
solubilizaram melhor a rocha illito do que a feldspato,
chegando a diferencas de 30% de K liberado a mais da rocha
illito (SHENG; HE, 2006). Em outro trabalho, na solubilizacao
da rocha feldspato, as estirpes bacterianas disponibilizaram
apenas de 0,59 a4,4 mg L -'de K (ZHANG; KONG, 2014). Estes
resultados evidenciam que a mineralogia e a composicao
quimica das rochas podem influenciar a capacidade de
solubilizagao microbiana (FRIEDRICH et al., 2004; SHENG; HE,
2006; MENDES et al., 2013).
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Figura 2. Solubilizagao de K (mg L") apds 10 dias de fermentagao
em meio de cultura contendo o p6 de rocha fonolito com fonte
unica de K. Médias de trés repeticoes com barra de erro padrao
da média e teste de média Scott-Knott (p<0,05). Nas barras, os
isolados de fungos (F60 a F56) e de bactéria (B30); C, o controle
sem inoculacao, contendo somente o p6 de rocha. Médias com
mesma letra nao diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p<0,05)

No grupo de fungos, alguns isolados apresentaram capacidade
de solubilizagao intermediaria, variando de 8 a 17 mg L’

de K. O isolado F76 (Aspergillus sp) foi o mais eficiente,
disponibilizando cerca de 30% de K no meio. Prajapati et al.
(2012) também investigaram o potencial de solubilizagao de 2
estirpes fungicas, ambas pertencentes ao género Aspergillus,
nas rochas silicato de aluminio e feldspato, sendo liberado

em torno de 24 e 26 mg L'de K, respectivamente. O fungo
Aspergillus fumigatus foi relatado como eficiente solubilizador
de K a partir de rocha potassica por Lian et al. (2008). Estes
verificaram ainda que a solubilizagao aumentou com o contato
direto entre as células fungicas e a rocha. Lopes-Assad et

al. (2010) avaliaram o potencial de solubilizacao da rocha
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ultramafica de duas espécies de Aspergillus nigerisoladas

de vinhaca de cana-de-acucar e pertencentes a colecao de
culturas tropicais do Brasil. Ambas as estirpes solubilizaram o
K, incrementando 62% e 70% deste elemento num periodo de
35 dias.

Os valores de pH no meio de cultura ao final do processo de
solubilizacao de K variaram de 5,2 a 7,3 (Figura 3) sendo que

a bactéria mais eficiente na liberacao de K da rocha fonolito
apresentou o menor valor de pH (p<0,05). De modo geral,
ocorreu uma alta correlagao negativa (-0,8) entre a liberacao
de K no meio de cultura e a reducao do pH. Lopes-Assad et

al. (2010) também verificaram a diminuicao dos valores de pH
nos ensaios de solubilizagao de K a partir da rocha ultramafica.
Varios estudos tém demonstrado que a reducao do pH no
meio em funcgao da producao de acidos organicos constitui o
principal mecanismo para biossolubilizacao de minerais de
rocha, dentre elas as potassicas (LIAN et al., 2008; BIN et al.,
2010; MEENA et al., 2014, 2015). Os acidos organicos oxalico,
tartarico, gluconico, citrico, malico e succinico sao os mais
liberados durante a solubilizacao de K (SHENG; HE, 2006;
PRAJAPATI et al., 2012). Os mecanismos de solubilizagcao de

K por via microbiana ainda nao sao totalmente esclarecidos.
Também é pequeno o numero de trabalhos que investigam
tais fatores no processo de solubilizacao de K (MEENA et al.,
2014, 2015). Atualmente, a producgao de acidos organicos pelos
microrganismos € a principal via que tem se correlacionado
com o aumento na disponibilizacao deste elemento a partir de
rochas. Os acidos oxalico, tartarico, glucoénico, 2-ketoglucénico,
citrico, malico e succinico (ZARJANI et al., 2013; PRAJAPATI

et al., 2012; PRAJAPATI; MODI, 2012) ja foram detectados nos
sistemas de solubilizacdo de K. Durante a solubilizagao de
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feldspato e de illito por estirpes de Bacillus edaphicus, por
exemplo, foram detectados os acidos oxalico e tartarico, nas
concentracoes de 188 e 119 mg L' na rocha fedspato e de 192 e
148 mgL" na rocha illito, respectivamente (SHENG; HE, 2006).
A atuacao dos acidos organicos na solubilizacao de K pode
estar relacionada a capacidade de acidificacao do meio, a
formacao de complexos com os cations que estao ligados ao K
e a quelacao de ions por meio dos grupos hidroxila e carboxila
presentes na estrutura do acido organico (SAGOE et al., 1998;
VASSILEV et al., 2013).

o
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Figura 3. Variacao do pH no meio de cultura apos 10 dias de
fermentacao em meio de cultura contendo o p6 de rocha
fonolito como unica fonte de potassio. Médias de trés
repeticoes com barras representando o erro padrao e teste de
média Scott-Knott (p<0,05). Nas barras, os isolados de fungos
(F60 a F56) e de bactéria (B30); C, o controle sem inoculagao,
contendo somente o po de rocha. Médias com mesma letra nao
diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p<0,05)
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Neste trabalho, ficou evidente a imobilizagao de K pelos
isolados F60, F70, F77 e F79, dado que os teores de K

dessas estirpes foram menores do que o controle. Arbieto
(2005) também observou imobilizacao de K por 80% dos
microrganismos avaliados. O autor atribuiu esse fato a alta
concentracgao inicial de K presente na fonte utilizada para a
constituicao do meio, o que poderia ter inibido os mecanismos
de solubilizagao. Este fato também foi relatado por Nahas e
Assis (1992) e Silva Filho e Vidor (2001).

Conclusao

Houve correlagao entre a diminuicao do pH e o aumento da
solubilizacao de K. Sendo que a acidificacao do meio promovida
pela estirpe B30-Burkholderia aumentou a disponibilizacao de
K em 70% a partir da rocha fonolito. O fungo F76-Aspergillus
também incrementou o teor de K cerca de 30% em relacao

ao controle contendo somente rocha. Dessa forma, trabalhos
futuros podem ser realizados visando avaliar o potencial destes
microrganismos na disponibilizacao de K a partir de rochas no
sistema solo-planta. Uma vez confirmado seu desempenho na
disponibilizacao de K, estes microrganismos tém potencial de
utilizacao juntamente com a rocha numa adubacao alternativa
para suprimento deste nutriente.
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