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RESUMO

Muitos solos brasileiros apresentam uma generalizada baixa disponibilidade de fosforo
(P) as plantas, condigdo que leva a necessidade de adubacges fosfatadas frequentes para
garantir produgdes agricolas economicamente viaveis. No entanto, a aplicagdo continua
de grandes quantidades de P soltvel por longos periodos tem levado a uma alta retencéo
e ao acumulo deste nutriente no solo, com baixo aproveitamento pelas plantas ao longo
do tempo. Apesar de possuirem baixa solubilidade em agua, os fosfatos naturais (FNs)
tiveram seu uso aumentado nos Ultimos anos, por possuirem menor custo e potencial
equivalente ao dos fosfatos industrializados. Este potencial ndo depende apenas de suas
caracteristicas, mas também de atributos do sistema solo-micro-organismo-planta onde
eles sdo utilizados. Ha na rizosfera diversos grupos de micro-organismos que mostram
competéncia para extrair e/ou solubilizar fragdes de P solo e de FNs inorgénicos de baixa
solubilidade, dentre eles fungos e leveduras - sdo os chamados micro-organismos
solubilizadores de fosfato. A partir disso, o objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade
da levedura em solubilizar o P e disponibilizar para a nutricdo de plantas de cana-de-
acucar. Foram realizados experimentos em que a levedura foi cultivada in vitro (em
laboratdrio) e ex vitro (em casa de vegetacdo). Durante ensaios in vitro em meio de cultura
liqguido NBRIP tratamentos com adicdo da levedura e diferentes fontes de fosfato foram
testadas em incubacgéo por cinco dias a 25°C e 160 rpm. Foram medidas a concentracéo
de P soltvel (método colorimétrico do azul de molibdénio) e o pH do meio de cultura no
dia da montagem dos ensaios e apds cinco dias de incubacdo. Nos ensaios ex vitro, plantas
de cana-de-acUcar foram cultivadas em vasos com solo fertilizado com FN e inoculado
com Torulaspora globosa. Vasos com solo sem adi¢do de P e com adi¢do de Fosfato
Monocélcico (FM) foram usados como controle. Apds o cultivo das plantas foram
medidas biomassa seca das raizes e da parte aérea, comprimento das folhas, nimero de
folhas de cada planta, observacao de esporos presentes no solo, avaliagdo da colonizagéo
micorrizica e analise da concentracdo de P e Ca na raiz e na parte aérea das plantas.
Durante os ensaios in vitro houve uma queda no pH do meio de cultura na presenca de
FN e levedura. Alem disso a levedura T. globosa linhagem 6S01 foi responsavel por um
aumento significativo da concentragdo de P sollvel no meio de cultura NBRIP nos
tratamentos com levedura e com fosfato natural. Nos ensaios ex vitro ndo foi constatada
interacdo significativa entre os fatores fosfato e levedura T. globosa linhagem 5S55 nas
analises realizadas. Apos o cultivo das plantas de cana-de-acucar, o tratamento com FM
apresentou maiores valores de crescimento liquido foliar, biomassa seca e concentracéo
de P na parte aérea. O potencial de solubilizacdo de FNs pela levedura T. globosa deve
continuar sendo avaliado principalmente em ensaios conduzidos ex vitro.

Palavras-chaves: relagcdo solo-planta, micro-organismos solubilizadores de fosfato,
fosfato natural, solubilizag&o, cana-de-agUcar.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O uso de fertilizantes fosfatados no Brasil vem aumentando continuamente desde
a década de 1960. O aumento das quantidades aplicadas se deu devido ao aumento da
area cultivada, com forte demanda de fertilizantes nas areas de expansdo de solos pouco
férteis, e a intensificacdo de uso do solo como por exemplo em casos de dois cultivos no
mesmo ano agricola. Embora este uso crescente tenha contribuido incontestavelmente
para a revolugdo verde no pais, ele também foi responséavel pelo acimulo do elemento no
solo ao longo dos ultimos 50-60 anos. As quantidades aplicadas tém sido de pelo menos
duas vezes a demanda da planta e o excesso anual de fésforo (P), calculado como a
diferenca entre o total de P aplicado (como fertilizantes minerais e residuos organicos) e
o retirado na forma de colheita e exportado do solo (conteido de P em gréos e outros
produtos colhidos), representou aproximadamente 70% do total de P aplicado como
fertilizante em 2016 e revelou o quanto o uso de P € ineficiente na agricultura brasileira
(Withers et al., 2018).

Além da baixa eficiéncia de uso, o Brasil ndo tem autossuficiéncia na producédo
deste importante insumo agricola. Devido a baixa solubilidade dos compostos de P nas
rochas igneas brasileiras (fosfatos de ferro e de aluminio, em sua maioria) e ao alto custo
de processamento das mesmas, a industria do fertilizante fosfatado do pais supre somente
uma fracdo da demanda interna de P e atualmente 60% do fertilizante fosfatado
mineral usado na agricultura brasileira é importado (Fonseca, 2018). A alta demanda
por fertilizante fosfatado e a dependéncia de importa¢Ges coloca o pais em situacao de
vulnerabilidade, sujeito a variagcbes bruscas nos precos e a escassez do produto no
mercado internacional (Withers et al., 2014; 2018). Alternativas devem ser encontradas,
portanto, para reduzir a dependéncia externa de P e para usar o P aplicado ou a ser
aplicado no solo com mais efetividade.

As maiores quantidades de fertilizantes fosfatados aplicados nos solos brasileiros
sdo para as trés principais culturas agricolas do pais — milho, soja e cana-de-agUcar.
Quantidades tipicas aplicadas na cana-de-agucar sdo de 50 a 80kg P/ha no plantio (cana
planta) e de 10 a 15kg P/ha anualmente na cana soca. As principais fontes de P utilizadas
na agricultura sdo os fosfatos naturais (rochas moidas), os termofosfatos (produzidos por
processo térmico), os fosfatos totalmente acidulados (produzidos por acidulacéo

total) e os fosfatos alternativos (parcialmente acidulados e compactados) (Prochnow et



al., 2004). Nestes materiais fertilizantes, os compostos que contém P variam
significativamente em forma quimica e solubilidade em &gua. Consequentemente, a
intensidade de liberacdo e a quantidade de P liberada no solo em um dado intervalo de
tempo variam entre os fertilizantes.

Apesar de possuirem baixa solubilidade em &gua e, em tese, um menor
desempenho agronémico, os fosfatos naturais tiveram seu uso aumentado nos ultimos
anos. O maior consumo desses fertilizantes fosfatados naturais é devido ao menor custo
por unidade de P e ao potencial de fornecimento de P equivalente ao dos fertilizantes
sollveis, como os superfosfatos (Chagas, 2014; Chien et al., 2011; Horowitz e Meurer,
2004; Pavinato et al., 2017; Stamford et al., 2016). Além do potencial equivalente, tem
sido defendido que a rapida dissolucdo dos fosfatos solUveis pode produzir concentragdes
de P na solucédo do solo maiores do que aquelas demandadas pelas plantas, criando entdo
condicdes para uma alta adsorcao e fixacao de P pelo solo, algo que aconteceria em menor
intensidade com os fosfatos naturais, de dissolugdo mais lenta (Novais et al., 2007).
Supondo que isto de fato ocorra e seja significativo, e que o fornecimento de P pelos
fosfatos naturais consiga atender a demanda da planta, o0 emprego de fontes contendo
compostos de menor solubilidade poderia, portanto, representar um ganho de eficiéncia
no uso deste importante nutriente, cujas reservas naturais encontram-se em exaustao
(Reijnders, 2014).

O cumprimento do potencial de fornecimento de P para as plantas ndo depende
exclusivamente de caracteristicas do fosfato natural, mas também de atributos do sistema
solo-planta-micro-organismo onde ele é utilizado. Por exemplo, a capacidade de
especies de micro-organismos e de plantas de adquirir P das diferentes fontes minerais e
organicas varia significativamente. Esta habilidade diferencial observada entre as
espécies esta relacionada com a variagdo do pH do meio (rizosfera, no caso de plantas),
com a producdo e liberacdo de &cidos carboxilicos e fendlicos e de fosfatases e com a
alteracdo da composic¢éo da solucdo do solo na interface solo-raiz, em particular com o
esgotamento de Ca e P da solucdo (Faucon et al., 2017; Hallama et al., 2019; Lambers et
al., 2008; Menezes-Blackburn et al., 2018; Moreira e Siqueira, 2006).

Micro-organismos desempenham papel fundamental no ciclo biogeogquimico do
P na pedosfera. Eles estdo envolvidos em processos importantes como assimilacao e
sintese de compostos organicos de P, producdo de fosfatases e mineralizacdo de
moléculas contendo P, aquisicao e transporte de P para as raizes e produgédo de acidos
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organicos e inorganicos de baixo peso molecular que deslocam P adsorvido nos coldides
do solo, solubilizam compostos inorgénicos pouco sollveis de P e complexam metais
como Fe e Al, que precipitam P e o tornam menos disponivel (Arcand e Schneider, 2006;
Giles et al., 2014; Hallama et al., 2019; Marra et al., 2012; Richardson et al., 2011;
Stamford et al., 2007; Whitelaw, 1999).

Assim como bactérias e fungos multicelulares, leveduras sdo micro-organismos
amplamente encontrados nos solos. Estudos da ecologia destes fungos unicelulares
revelaram que eles se encontram em popula¢des mais numerosas na rizosfera do que no
solo distante da raiz, que estdo envolvidos em processos essenciais do solo como
formacgéo e manutencéo da estrutura do solo, ciclagem de carbono, energia e nutrientes
minerais, e crescimento e nutricdo das plantas, através da producdo de reguladores de
crescimento e da operacdo de processos que alteram a disponibilidade de nutrientes no
solo (Botha, 2011; Hesham e Mohamed, 2011). Leveduras dos géneros Candida,
Cryptococcus, Geotrichum, Rhodotorula, Saccharomyces, Torulaspora e Williopsis
mostram competéncia para extrair P de compostos e de fosfatos inorgéanicos naturais de
baixa solubilidade do solo e, embora a base mecanistica da mobilizacdo de P ndo esteja
completamente entendida, a liberacdo de acidos organicos de baixo peso molecular e
ijons H+tem sido apontada como o principal mecanismo responsavel pelo fenémeno de
mobilizacdo (Cy et al., 2018; Fu et al., 2016; Mundra et al., 2011; Sarabia et al., 2018).

No solo e narizosfera, leveduras interagem também com uma ampla variedade de
micro-organismos. As interagdes podem estimular a agdo dos micro-organismos
envolvidos mutuamente e refletir positivamente no desenvolvimento das plantas.
Exemplificando, plantas de feijao-caupi (Vigna unguiculata) inoculadas com o fungo
micorrizico arbuscular Glomus mosseae e simultaneamente com a levedura Rhodotorula
mucilaginosa apresentaram maior crescimento e melhor estado nutricional por nitrogénio
(N) e P do que aquelas inoculadas somente com o fungo ou aquelas sem nenhuma
inoculagéo (Boby et al., 2008). Ainda neste estudo, a coinoculagéo deste fungo com outras
especies de leveduras também resultou em aumento de crescimento do feijao-caupi, mas
a interacdo de maior éxito foi aquela com R. mucilaginosa. Os autores do estudo
ponderaram que a promogado do crescimento vegetal pela levedura se deu de forma
indireta, ou seja, através da producédo pela levedura da vitamina B12, que estimulou a
acao do fungo micorrizico e este o crescimento das plantas. Resultados semelhantes a
estes também foram obtidos em pesquisa com milho inoculado com o fungo micorrizico
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arbuscular Rhizophagus irregularis e com as leveduras Candida railenensis ou
Cryptococcus flavus. Neste caso, a promocdo do crescimento do milho se deu pelo
aumento da aquisicdo de P do solo (Sarabia et al., 2018).

A diversidade de espécies e de processos de interesse exercidos pelas leveduras e
por outros grupos de micro-organismos tem motivado pesquisas para o desenvolvimento
de fertilizantes biolGgicos para estimular o crescimento vegetal, aumentar a produtividade
e, supostamente, manter a sustentabilidade dos agroecossistemas (Miransari, 2010;
Whitelaw, 1999; Zhang, 2002; Zhang et al., 2018). Em seu trabalho de dissertacéo,
concluido no campus Araras da UFSCar, Rocha (2017) observou habilidade superior da
levedura Torulaspora globosa — linhagem 6S01 na solubilizacdo de Fosfato Tricalcico
[Cas(PO4)2], um composto fosfatado de baixa solubilidade em agua (0,02g/L). Esta
linhagem foi isolada da rizosfera de plantas de milho cultivadas em um Latossolo do
campus Araras tradicionalmente cultivado com cana-de-acucar. Ao longo de cinco dias
de crescimento em meio de cultura liquido, os micro-organismos desta linhagem
solubilizaram em torno de 30% do total de P do fosfato tricalcico adicionado ao meio.
Quanto as condi¢gdes ambientais para a execucdo desta competéncia, a linhagem se
mostrou pouco sensivel aos valores de acidez (pH 3 a 7), temperatura (20 a 30°C) e
velocidade de agitagdo do meio de cultura (0 a 200rpm).

Outros trabalhos recentes, que estudaram fontes de fosfato natural, avaliaram o
potencial agrondmico de se utilizar fontes de P pouco solUveis. Lopes et al. (2022)
estudaram o potencial do Fosfato Natural de Itafés em diferentes cultivos consorciados,
utilizando plantas com maior capacidade de aquisi¢do de P intercaladas em com plantas
com menor habilidade. Paredes Filho et al. (2020) avaliaram a capacidade de
solubilizacdo do Fosfato Natural de Araxa por bactérias isoladas do solo in vitro e ex
vitro. No ensaio in vitro foram observados resultados semelhantes ao deste trabalho, em
que as quatro cepas bacterianas aumentaram a disponibilidade de P no meio de cultura
quando comparado com o tratamento controle (sem inoculacéo).

Sarabia et al. (2018) avaliaram espécies de leveduras isoladas da rizosfera de
milho, como Candida railenensis e Clavispora lusitaniae, que foram capazes de
solubilizar fosfato de calcio in vitro e promover o crescimento de plantulas de milho,
verificados por meio do aumento do peso seco da raiz e da parte aérea das plantas (Sarabia
et al., 2018). Moreira (2019) discute que algumas espécies de leveduras solubilizadoras
de fosfato podem associar-se a fungos micorrizicos arbusculares no solo rizosférico. Isso
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pode beneficiar a absor¢do de P pela planta. No trabalho de Sarabia et al. (2017) a
inoculacdo combinada das espécies Cryptococcus flavus e Candida railenensis com o
fungo micorrizico Rhizophagus irregularis promoveu o crescimento de plantulas de
milho, aumentando o comprimento das raizes e o contetdo de P na parte aérea da planta.

Os estudos de solubilizagdo de fosfatos por micro-organismos tém sido
geralmente realizados em laboratdério, como por exemplo em frascos de vidro e sob
condigdes ambientais bem controladas, nos chamados experimentos de bancada ou in
vitro. Comparados a estes, sao poucos os estudos que estenderam os testes para condigdes
de campo ou pelo menos para condi¢@es mais proximas daquelas encontradas nos solos,
como foram os estudos de Stamford et al. (2007, 2008, 2016). Ensaios com o0 uso de solo
como substrato de crescimento de micro-organismos Sd0 importantes para vencer 0s
principais desafios do desenvolvimento e do emprego de fertilizantes biologicos, dentre
eles, i) aumentar a sobrevivéncia e a colonizacdo dos micro-organismos introduzidos na
rizosfera, aumentando seu poder de competicdo com a popula¢édo indigena do solo, e ii)
produzir boa disponibilidade de nutrientes no solo, reduzindo o estresse mineral e
propiciando condicBes nutricionais adequadas ao crescimento e desempenho dos micro-
organismos.

Muitos esforcos tém sido realizados com o objetivo de aumentar a eficiéncia das
rochas fosfatadas como materiais fornecedores de P, seja diretamente para o solo ou
para a industria de fertilizantes, bem como a eficiéncia dos fertilizantes manufaturados
aplicados ao solo. O entendimento da dinamica do P no sistema solo-planta-micro-
organismo pode trazer avancos reais para aperfeicoar a gestdo das praticas de
fornecimento e conservacgdo do P no solo, visando o aumento da eficiéncia de uso deste
nutriente e, assim, a produtividade das espécies vegetais cultivadas.

Inoculantes com micro-organismos tém sido propostos como componentes
fundamentais de sistemas de manejo integrado de nutrientes em agroecossistemas, muito
embora o desenvolvimento dos mesmos em escala comercial seja ainda bem incipiente.
O principal interesse de pesquisa em muitas partes do mundo é o desenvolvimento de
inoculantes contendo organismos que se estabelecam bem na rizosfera, que formem
associacdes benéficas ndo-especificas com um grupo variado de plantas, e que possam

ser produzidos em laboratorio em grandes quantidades (Hallama et al., 2019).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
O objetivo geral deste trabalho foi estudar a aquisicdo de P solubilizado pela
levedura Torulaspora globosa proveniente de uma fonte de fosfato natural para plantas

de cana-de-agUcar.

2.2 Objetivos especificos
- Avaliar a capacidade da solubilizacdo in vitro de fosfato natural pela levedura
Torulaspora globosa;

- Medir o crescimento e a avaliar a nutricdo por P de plantas jovens de cana-de-agUcar
inoculadas com a levedura Torulaspora globosa e crescidas em solo fertilizado com

fosfato natural.

2.3 Hipoteses

Duas hipdteses foram testadas:
- Por solubilizar fosfatos de célcio, a levedura Torulaspora globosa solubiliza o Fosfato
Natural de Itafés, uma vez que o mesmo tem fosfato de calcio em sua constituicéo;
- A levedura Torulaspora globosa aumenta a aquisi¢éo de P por plantas de cana-de-acucar
inoculadas com a levedura e cultivadas em solo fertilizado com o Fosfato Natural de

Itafds.

3. MATERIAL E METODOS

O projeto foi desenvolvido na Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar), no
Centro de Ciéncias Agrarias (CCA), na cidade de Araras interior do estado de S&o Paulo.
Os materiais e métodos utilizados nas duas etapas de experimentacdo do projeto sdo
descritos a seguir. Ao todo foram realizados dois experimentos in vitro (em laboratério)
e dois ex vitro (em casa de vegetacdo). O primeiro experimento foi desenvolvido como
iniciacdo cientifica voluntaria e a partir dos resultados obtidos foi escrito um projeto de
iniciacdo cientifica financiado pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao

Paulo (Fapesp).

3.1. Experimentos in vitro
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No primeiro experimento in vitro foi utilizada a linhagem 6S01 da levedura T.
globosa, esta linhagem foi isolada de solo cultivado com milho. No segundo experimento
foi utilizada a linhagem 5S55 isolada de solo cultivado com cana-de-agucar. Ambas as
linhagens estdo presentes no banco de micro-organismos do Laboratério de
Microbiologia Agricola e Molecular (Lamam) do CCA. Os ensaios foram realizados em
meio de cultura liguido NBRIP (National Botanical Research Institute Phosphate), em
frascos Erlenmeyer de 125mL, com 50mL de meio de cultura com a seguinte composicéo
(em g/L): 10 glicose; 5 cloreto de magnésio hidratado; 0,20 cloreto de potéassio; 0,25
sulfato de magnésio hidratado e 0,10 sulfato de aménio. Para preparo do inoculo, a
levedura mantida em agar YEPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) inclinado foi repicada
por estria de isolamento para placas de Petri contendo agar YEPD, constituigdo (em g/L)
10 extrato de levedura; 20 dextrose; 20 peptona; 20 &gar. As placas foram incubadas
durante dois dias a 25°C. Ap0s 0 crescimento na placa, 0os micro-organismos foram
repicados para tubos Falcon contendo 10mL de caldo YEPD, com auxilio de uma alca de
inoculacdo, e mantidos em incubacdo em mesa agitadora a 25°C e 160rpm durante trés
dias.

Apds esse periodo, os tubos Falcon foram colocados em centrifuga sob rotacdo de
3600rpm, por trés minutos. A biomassa decantada foi suspensa em solucdo salina esté-
ril (NaCl 0,85%) e a concentracao de células na suspenséo foi padronizada por contagem
de células totais em cadmara de Neubauer, conforme metodologia de Dias e Schwan
(2010). Para os tratamentos com a presenca da levedura, uma aliquota da solucdo
padronizada de células foi inoculada em cada Erlenmeyer para obtencdo da concentragdo
final de 10° células por mL de meio de cultura. Foi calculada a quantidade de P para cada
fonte de fosfato, e, aos tratamentos com adicao de fosfato foram adicionados ao meio de
cultura suas respectivas fontes (Fosfato Tricalcico ou fosfato natural). Foram distribuidos
50mL de meio de cultura NBRIP nos Erlenmeyers de capacidade de 125mL. Os frascos
foram entdo submetidos a condic¢des de 25°C e 160 rpm durante 5 dias de incubagdo em
mesa agitadora. Foram avaliadas as variaveis teor de P soltvel e pH no meio de cultura.
Para determinacgdo do P soluvel foi empregada a metodologia de Strickland e Parsons
(1960), através do método colorimétrico do azul de molibdénio (descrita abaixo). Os
frascos foram etiquetados de acordo com os tratamentos em delineamento inteiramente

casualizado.
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No primeiro experimento foram utilizados dois micro-organismos, o fungo
filamentoso Aspergillus niger linhagem CCT4355 ja conhecido pelo seu potencial de
solubilizacdo e a levedura Torulaspora globosa linhagem 6S01 in vitro. O mesmo
conjunto de tratamentos descrito abaixo foi adotado para ambos 0s micro-organismos.
Foram realizadas cinco repeticbes em delineamento inteiramente casualizado, sendo

constituidos por:

a) meio de cultura com levedura e sem fosfato natural;
b) meio de cultura com levedura e com fosfato natural,
¢) meio de cultura sem levedura e com fosfato natural;
d) meio de cultura sem levedura e sem fosfato;

e) meio de cultura com levedura e com fosfato tricalcico;

No segundo experimento in vitro foi utilizado somente um micro-organismo
(levedura T. globosa) e seguindo as recomendacfes de Bashan et al. (2013), foi
adicionado mais um fosfato natural além daquele ja utilizado inicialmente, visando uma
analise mais completa da capacidade de solubilizacdo de fosfatos pela levedura estudada.
O fosfato adicionado é chamado de Fosfato de Araxa. Ao todos foram utilizados o fosfato
tricalcico (tratamento referéncia), e os fosfatos naturais: Fosfato de Itafds e Fosfato de
Araxa. Todos foram peneirados e somente a fracdo composta de particulas de tamanho
inferior a 0,30mm foi utilizada nos ensaios. Foram realizadas cinco repeticdes em

delineamento inteiramente casualizado, sendo constituidos por:

a) meio de cultura com levedura e fosfato;
b) meio de cultura sem levedura e com fosfato;
c) meio de cultura com levedura e sem fosfato;

d) meio de cultura sem levedura e sem fosfato.

Para 0 método colorimétrico do azul de molibdénio foram preparados quatro
reagentes, sendo eles molibdato de aménio, solucdo dos acidos sulflrico e ascérbico e
tartarato de antiménio de potdssio. Em seguida, com o auxilio de uma pipeta, foi
adicionada uma amostra de 1,5mL correspondente a cada tratamento em tubos Eppendorf
de 2mL. Estes foram centrifugados por trés minutos a 3600rpm para precipitar células e
P insolavel. Em novos tubos Eppendorf foram adicionados 1mL do sobrenadante das

amostras. Por fim, os reagentes preparados foram misturados entre si e 0,1mL foi
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adicionado em cada Eppendorf contendo sobrenadante das amostras. Nestes tubos
Eppendorf contendo as amostras com os reagentes misturados desenvolveu-se a coloragédo
azul, cuja intensidade do azul varia proporcionalmente com a concentracao de P soltvel

presente (Figura 1).

Figura 1. Tubos Eppendorf com amostras dos tratamentos com T. globosa linhagem 6S01 em
meio de cultura NBRIP seguindo o método colorimétrico do azul de molibdénio. A coloragdo
azul é resultante da reacdo do meio de cultura na presenca de fosforo soltvel. Na imagem, a letra
B é referente ao tratamento controle (meio de cultura sem levedura e sem fosfato), a letra L é
referente aos tratamentos com levedura e sem fosfato e as letras Fn séo referentes aos tratamentos
sem levedura e com fosfato.

Apds quinze minutos foi medida a absorbancia. Cada conteddo dos tubos
Eppendorf foi passado para a cubeta e colocado no interior do espectrofotdmetro em que
0 comprimento de onda para P foi de 880nm. O resultado obtido para absorbancia foi
comparado aos valores de uma curva padrdo, confeccionada por Rocha (2017) com
concentracfes conhecidas de fosfato de potassio monobésico (KH2PO4) (Strickland &

Parson, 1960). Também foi medido o pH das amostras com o uso de um pHmetro.

3.2. Experimentos ex vitro

Material vegetal - No primeiro experimento ex vitro o material vegetal utilizado foi a
variedade de cana-de-acicar RB7515, amplamente cultivada no estado de Séo Paulo.
Foram colocados 46 minitoletes de cana-de-agucar para brotar em bandejas com

vermiculita, estas foram umedecidas com solugcdo de 170mg/L de sulfato de calcio

16



dihidratado. Depois, as bandejas foram ensacadas e colocadas na estufa incubadora a
30°C e 12 horas de fotoperiodo.

Solo - O solo usado foi um Neossolo Quartzarénico ortico (RQo), com 92% de areia, 1%
de silte, 7% de argila e 0,8% de matéria organica e os seguintes valores dos atributos

quimicos (Tabela 1).

Tabela 1. Atributos quimicos do Neossolo Quartzarénico coletado para os ensaios

Acidez P K* Ca¥™ Mg APFY H+AIl SB t T A%
pH-CaCl: mg/dm’ mmolo/dm? - s % ---mn
4,7 6,0 06 50 30 08 130 86 94 21,6 40

Observa-se que é um solo com baixo teor de argila e, consequentemente, com menor
potencial de adsorcdo e fixacdo de P. Espera-se, portanto, que este solo seja um dreno
pequeno do P solubilizado relativamente ao dreno representado pelos micro-organismos
e pela planta. Estes atributos do solo foram medidos por Lopes (2018).

Antes de seu uso, o solo foi peneirado, homogeneizado e incubado com carbonato de
calcio (CaCO?®) para neutralizacdo da acidez, propiciando condicdes adequadas para o
crescimento das plantas e dos micro-organismos. Foi utilizada como referéncia curva de
titulagdo obtida por um teste de incubagio com CaCO?® realizada por Lopes (2018). Em
principio, baixas concentracfes de Ca em solugdo contribuem para a dissolugédo
dos fosfatos de calcio do material usado como fonte de P.

ApoOs ter parte de sua acidez neutralizada com CaCO?, o solo foi fertilizado com
macro e micronutrientes, seguindo as sugestdes de Raij et al. (1996) e Malavolta (1980)
com as seguintes concentracfes (em mg/kg): N = 150; P = 87; K = 150; Mg =50; S = 50;
B=0,5;Cu=1,5; Fe=5,0 (como Fe-EDTA); Mn =3,0; Mo =0,1 e Zn =5,0. O objetivo
desta fertilizacdo foi diminuir a condicdo de baixa fertilidade nativa do solo e criar
condigdes para um melhor crescimento das plantas e dos micro-organismos. O P foi
adicionado com o uso de diferentes fontes, conforme especificado adiante. Apos adigédo
de CaCO?®ao solo, a concentracgdo de Ca alcancou o valor aproximado de 170mg/kg. No
primeiro experimento foram utilizadas porcdes de 1,5 kg de solo para cada repetigéo e no

segundo foram utilizadas porcdes de 2 kg de solo para cada repeticao.

Tratamentos relacionados a P — Os tratamentos relacionados a P foram compostos pelo

ndo fornecimento do nutriente, pelo fornecimento do nutriente com o uso de
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uma fonte solUvel em &gua e pelo fornecimento com o uso de uma fonte de baixa
solubilidade em agua, constituida pelo fosfato natural descrito a seguir. O fosfato
monocalcico [Ca(H2P04)2.H20], fonte soluvel em &gua, foi usado para criar uma
concentracdo de 87 mg/kg de P (200 mg/kg de P20s) no solo. Este tratamento foi
considerado o tratamento referéncia.

Um fosfato natural foi testado como fonte alternativa de P
para as plantas. Este material € oriundo de rochas sedimentares extraidas no Estado de
Tocantins. O material é chamado de Fosfato de Itafés e tem sido
objeto de estudo quanto ao potencial de fornecimento de P as plantas (Chaves et al.,
2011; Souza et al., 2014). Tal fosfato tem um teor total de P de 13,5% de P20s, teor de
P soltvel em é&cido citrico de 8,1% de P20s e teor de P soluvel em &cido férmico de
8,0% de P20s. As doses deste fosfato foram calculadas para fornecer 100% da quantia de
P fornecida pelo fosfato monocélcico. Para este calculo foi considerado o teor total de P
do fosfato natural, conforme convengéo da literatura no assunto (Prochnow et al., 2004).

Crescimento das plantas em vasos com solo - No primeiro experimento as mudas de

cana-de-acucar foram formadas a partir de minitoletes, colocados para brotar em bandeja
com vermiculita umedecida com solucdo de sulfato de célcio 1,0mM (Figura 2). Apds
brotagéo, as mudas mais homogéneas foram selecionadas para transferéncia para os vasos
e inoculadas no sistema radicular com uma aliquota da solucéo com celulas em suspensao,
aplicada na proporcao de 10° células/planta. Uma segunda aliquota contendo células dos
micro-organismos foi aplicada no solo do vaso, com o uso de pipeta e proximo as raizes
das plantas, 7 dias ap6s o seu transplantio para os vasos. No segundo experimento as
mudas pré-brotadas de cana-de-agucar foram adquiridas e ja possuiam desenvolvimento
de raizes. As mudas foram transplantadas para 0s vasos e aos tratamentos com a presenca
de micro-organismo, foi aplicada uma aliquota de 3 mL contendo células de T. globosa
em concentracdo de 10° Para ambos experimentos a concentracio de células foi
padronizada por contagem de celulas totais na cdmara de Neubauer. Ao final do plantio
foi adicionado 160 mL de agua. Todos os vasos foram pesados e o valor encontrado foi

utilizado como peso referéncia para a irrigacao.
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Figura 2. Minitoletes de cana-de-agucar colocados para brotar em bandeja com vermiculita
umedecida.

No primeiro experimento as plantas foram cultivadas durante 50 dias e no segundo
durante 62 dias. Ao final do cultivo as plantas foram colhidas dos vasos e separadas em
parte aérea e raiz, separadas individualmente em sacos de papel, secadas em estufa de
circulacdo forgada de ar a 65°C por 72 horas e pesadas para obtencdo da biomassa seca.
Também foram medidos o comprimento das folhas e o nimero de folhas de cada planta.

Os tratamentos foram delimitados em quatro repeti¢des e constituidos pela presenca
ou auséncia da levedura e variando a presenca ou auséncia das diferentes fontes de

fosfato, totalizando em 24 vasos:

- sem fosfato e sem levedura (SP);

- sem fosfato e com levedura (SP);

- com fosfato natural de Itafés sem levedura (FR);
- com fosfato natural de Itafés com levedura (FR);
- com fosfato monocalcico e sem levedura (FM);
- com fosfato monocélcico e com levedura (FM).

Além das avaliagOes anteriores, no segundo experimento ex vitro também foram
realizadas observacdo em lupa de esporos presentes no solo, avaliacdo da colonizagéo
micorrizica e analise da concentracdo de P e Ca na raiz e na parte aérea (caule e folhas)
das plantas. Para a observacao de esporos foi utilizada a peneira de 38um especifica para
retencdo de esporos de fungos micorrizicos. Foram separadas amostras de 10 g de solo

dos vasos. As amostras foram colocadas em uma bacia e lavadas em agua corrente de
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acordo com a metodologia de Gerdemann e Nicolson (1963). O sobrenadante foi
recuperado na peneira. Esse processo foi realizado trés vezes. O sobrenadante restante foi
passado para um tubo Falcon. Apos alguns minutos, o sobrenadante foi descartado e o
restante da amostra foi misturado com a solugdo de sacarose. Novamente apos alguns
minutos o sobrenadante foi descartado e o restante da amostra foi observado em lupa e/ou
microscépio. Algumas imagens desta metodologia sao apresentadas na Figura 3.

(e) (f)

Figura 3. (a) Amostra de solo rizosférico utilizada na analise; (b) Lavagem da amostra de solo;
(c) e (d) Peneira de retencdo de esporos; (e) Solucdo de sacarose; (f) Coleta de amostra de
suspensao retida na peneira.

A avaliacdo da colonizagdo micorrizica foi realizada em subamostras de 1,0 g de
raizes finas clarificadas com KOH e coloridas com tinta de caneta tinteiro. Para
conservacao, as raizes foram colocadas em saquinhos de plastico contendo alcool 70%.
Para a avaliacdo, foi utilizada a metodologia empregada por Hardoim (2006), que cultivou
cana-de-acucar pelo mesmo periodo em sua pesquisa. Para isso, foram realizados sachés
com tecido tule amarrados com barbante. Os sachés com raizes foram mergulhados em
KOH 10% por 80 minutos a 70°C para remocao do contetdo citoplasmatico das raizes.
Ap0s, as raizes foram coradas com tinta de caneta a 5% (v/v) em solucédo de acido acético

a 70°C por 8 minutos (Figura 4). Utilizando microscépio, as raizes foram observadas a
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fim de observar a presenca de estruturas fungicas como esporos, vesiculas, arbusculos e
hifas.

Figura 4. (a) Sachés com tecido tule amarrados com barbante com as amostras de raizes; (b)
Hidroxido de Potéssio (KOH) utilizado na clarificagdo das raizes; (c) Sachés mergulhados em
KOH 10% por 80 minutos a 70°C para remocao do contetdo citoplasmatico das raizes; (d)
Solugdo em banho-maria; (e) Tinta de caneta em solucdo de &cido acético; (f) Raizes coradas.

Para o segundo experimento ex vitro também foi calculada a relacdo raiz/parte
aérea (R/PA) pelo quociente entre os valores de biomassa seca das raizes e da parte aérea
da planta. E o indice de eficiéncia agronémica (IEA) como IEA = [(biomassa FR —
biomassa SP)/(biomassa FM — biomassa SP)]x100, em que biomassa é a valor obtido pela
soma de biomassa da parte aérea mais biomassa da raiz (g por planta) em cada tratamento.
Também, com a medicdo da parte aérea das folhas das plantas foi obtido valores de
crescimento liquido foliar (cm). A medicdo foi realizada a partir da base das folhas,
préximo a superficie do vaso. Todas as folhas de cada planta foram medidas e o valor
final é a média de valores encontrados. Por exemplo, para uma planta com cinco folhas,
o resultado foi a média encontrada para os cinco valores em centimetros. Esta medicdo
ocorreu no dia do plantio e novamente apds 62 dias de cultivo.

Os dados obtidos ao longo do projeto foram estudados inicialmente com analise
estatistica descritiva e organizados em tabelas. Parametros como média e desvio-padrédo
da média sdo apresentados em gréficos e figuras. Numa segunda etapa da analise, 0s
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dados coletados foram submetidos a analises de variancia e testes de média no software
R. Os resultados produzidos por estas analises sdo apresentados também em gréficos

construidos no software SigmaPlot.
4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Resultados obtidos nos experimentos in vitro

Os resultados apresentados na Figura 5 foram obtidos no primeiro experimento in
vitro realizado. Eles demonstram que a levedura T. globosa linhagem 6S01 foi
responsavel por um aumento significativo da concentracdo de P solivel no meio de
cultura, elevando a concentragdo deste nutriente em solucdo em 135% em relagdo ao meio
sem micro-organismo. Este aumento foi também bastante superior ao observado para o
fungo filamentoso A. niger, que elevou a concentracdo de P solivel no meio em 37%
comparado ao meio sem micro-organismo. A concentracdo de P soluvel foi medida no
primeiro dia de ensaio, logo ap6s a montagem do mesmo, e apds cinco dias em incubacao.
Esta medicéo foi realizada em dois momentos visando ter parametros adequados para
comparar os resultados entre os fosfatos e os tratamentos, ja que os fosfatos de baixa
solubilidade podem possuir uma pequena parcela de solubilidade inicial em agua, sem a
necessidade da ag@o da levedura ou de outros micro-organismos. A medi¢do do pH
também foi realizada em dois momentos para comparar o potencial de acidificacdo do

meio de cultura pela levedura, ja que esta acdo ocorre ao longo de seu crescimento.
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Figura 5. ConcentracGes de P em meio de cultura NBRIP apés adi¢cdo do Fosfato Natural de
Itafés ao meio e cultivo de duas espécies de micro-organismos (A. niger linhagem CCT4355¢e T.
globosa linhagem 6S01) por 5 dias em temperatura de 25°C. Média e erro-padrao da média de 5
repeticdes. Letras distintas sobre as barras indicam valores estatisticamente diferentes.

Os resultados apresentados na Figura 6 sdo referentes ao segundo experimento
realizado in vitro. O grafico mostra os resultados obtidos para cada fonte de fosfato
testada no primeiro dia e apds cinco dias de incubacdo. Novamente a levedura T. globosa
linhagem 6S01 foi responsavel por um aumento da concentracgdo de P soltvel no meio de
cultura NBRIP nos tratamentos com levedura e com fosfato natural. O inverso foi
observado para os tratamentos que receberam Fosfato Tricalcico, em que no primeiro dia
do ensaio a concentracdo de P no meio foi maior que apds cinco dias de incubacéo. 1sso
pode ser explicado pelo consumo que o préprio micro-organismo realiza deste nutriente
no meio de cultura.
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Figura 6. ConcentracGes de P em meio de cultura NBRIP ap6s adicéo das diferentes fontes de
fosfato ao meio e cultivo da levedura T. globosa linhagem 6S01. Andlises realizadas no primeiro
dia de experimento e apds cinco dias em incubagdo. Média e erro-padrdo da média de 5 repetigdes.

A Figura 7 também é referente ao segundo experimento in vitro realizado. S&o
apresentados os resultados de concentracdo de P no meio de cultura, obtidos nos quatro
tratamentos apds cinco dias em incubaco. E possivel comparar os resultados entre os
tratamentos para cada fonte de fosfato e entender se a levedura influenciou ou ndo na
concentracdo de P no meio. O tratamento com levedura e com Fosfato de Itafos
apresentou aumento da concentracao de P em 242% em relacéo ao tratamento de meio de
cultura sem levedura e com Fosfato de Itafos. E o tratamento de meio de cultura com
levedura e com Fosfato de Araxa possui aumento da concentracdo de P em 104% em
relacdo ao tratamento de meio de cultura sem levedura e com Fosfato de Araxa. Ja os
tratamentos com o Fosfato Tricalcico possuiram valores inversos, com maior

concentracdo do fosfato no tratamento sem adicdo da levedura.
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Figura 7. Concentraces de P em meio de cultura NBRIP ap6s adicdo das diferentes fontes de
fosfato ao meio e presenca ou auséncia da levedura T. globosa linhagem 6S01. Valores referentes
a todos os tratamentos. Analises realizadas ap6s cinco dias em incubacdo. Média e erro-padrédo
da média de 5 repeti¢des. Letras distintas sobre as barras indicam valores estatisticamente
diferentes. Dentro de cada ensaio (fosfato), letras mailsculas comparam os tratamentos com
fosfato enquanto letras mindsculas comparam os tratamentos sem fosfato.

Os micro-organismos podem usar diversos mecanismos para a mobiliza¢do de P
de compostos de baixa solubilidade. Dentre eles ha a liberacdo de moléculas organicas,
que podem complexar formas adsorvidas ou precipitadas de fosfato inorganico, tornando-
as disponiveis para as plantas. A acidificacdo do meio de crescimento é outro dos
mecanismos conhecidos de solubilizagdo de minerais por organismos biolégicos como
plantas e micro-organismos (Whitelaw, 1999).

A Figura 8 é referente ao segundo experimento realizado e mostra os resultados
do pH do meio de cultura logo ap6s a montagem do ensaio (pH inicial) e apos cinco dias
em incubagdo (pH final) nos tratamentos que tiveram adi¢do da levedura. Foi possivel
observar que nos ensaios com os fosfatos naturais de Araxa e de Itafés houve um aumento
da acidez do meio entre o inicio e o término do periodo de crescimento da levedura.
Estudo com solubilizacdo de fosfatos naturais da literatura mostram uma queda no pH,

gue varia em média trés unidades, nos ensaios com fosfato e com levedura em meio de
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cultura (XIAO et al., 2008). J& no ensaio com Fosfato Tricélcico do presente estudo a
acidificacdo do meio foi, proporcionalmente, mais reduzida. A dissertacdo de Rocha
(2017) obteve resultados semelhantes quanto a acidificacdo do meio de cultura na
presenca do Fosfato Tricalcico, sendo que o pH final foi maior, em funcdo de mecanismos
como consumo de &cidos organicos, formacdo de compostos, lise e/ou morte de células

que atuam na alcalinidade do meio.

I pH inicial
6 - [ pH final

pH do meio de cultura

Fosfato de Araxa  Fosfato Tricalcico Fosfato de Itafos

Figura 8. Resultados do pH do meio de cultura NBRIP nos ensaios com Fosfato de Araxa, Fosfato
Tricalcico e Fosfato de Itafés. Valores de pH do inicio e do final do periodo de cinco dias de
crescimento da levedura no tratamento com levedura e com fosfato. Média e erro-padrédo da média
de 5 repeticoes.

A Figura 9 também é referente ao segundo experimento in vitro e apresenta 0s
resultados de pH do meio de cultura ap6s cinco dias em incubacdo para todos os
tratamentos. Novamente € possivel observar que nos ensaios com os fosfatos naturais de
Araxa e de Itafés houve um aumento da acidez do meio quando hé presenca da levedura

T. globosa e fosfato em relagdo aos tratamentos sem levedura com fosfato.
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Figura 9. Resultados do pH do meio de cultura NBRIP ap0s cinco dias de crescimento da
levedura nos ensaios com Fosfato de Araxa, Fosfato Tricalcico e Fosfato de Itafos e presenca ou
auséncia da levedura T. globosa linhagem 6S01. Valores referentes a todos os tratamentos. Média
e erro-padrdo da média de 5 repeticGes. Letras distintas sobre as barras indicam valores
estatisticamente diferentes. Dentro de cada ensaio (fosfato), letras mailsculas comparam 0s
tratamentos com fosfato enquanto letras minGsculas comparam os tratamentos sem fosfato.

No presente trabalho, a avaliacdo de concentracdo de P solivel no meio de cultura
mostraram eficiéncia na solubilizagdo das fontes de fosfato natural testadas e as analises
de pH, por sua vez, sugerem que a eficiéncia da solubilizacdo esta relacionada a
acidificagcdo do meio. Mais estudos devem ser conduzidos para identificar os &cidos ou
outras substancias que atuam como agentes da solubilizacdo assim como a conducéao de

outros testes para aplica¢fes industriais e agricolas da levedura.

4.2. Resultados obtidos nos experimentos ex vitro

Nos experimentos in vitro do presente trabalho e na dissertagéo de Rocha (2017),
0s ensaios realizados revelaram boa capacidade de solubilizacdo de fosfatos de célcio pela
levedura T. globosa. A partir disso, a hipdtese testada na etapa ex vitro do projeto € que a
T. globosa aumenta a aquisicdo de P por plantas de cana-de-acUcar inoculadas com a

levedura e cultivadas em solo fertilizado com o fosfato natural. Portanto, melhoraria o
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suprimento de P para as raizes das plantas, e poderia ter efeito benéfico no crescimento
vegetal de cana-de-agucar.

O primeiro experimento conduzido ex vitro do presente trabalho ocorreu com
mudas obtidas a partir da brotacdo de minitoletes de cana-de-acucar. Observou-se que as
mudas apresentaram heterogeneidade no crescimento, sendo esta uma dificuldade
encontrada logo no inicio do periodo de cultivo das plantas. Ap6s 50 dias de cultivo em
vasos com solo fertilizado, foi avaliado o crescimento liquido foliar, nimero de folhas e
biomassa seca da parte aérea. Houve pouca variagdo no crescimento e acumulo de
biomassa das plantas entre os tratamentos. Os resultados sugerem que ndo houve falta
significativa de P para as plantas no periodo de cultivo de 50 dias, mesmo no tratamento
onde se esperava que isto ocorresse (tratamento com adicdo de fosfato natural sem
levedura). Se esta hipotese estiver correta, ainda que a levedura tenha solubilizado o
fosfato natural e aumentado o suprimento de P para a planta (tratamento com adicao de
fosfato natural e adicdo de levedura), isso ndo foi suficiente para causar diferenga em
relacdo ao tratamento sem a presenca do micro-organismo.

No segundo experimento realizado ex vitro ocorreram outras avaliagdes que serdo
apresentadas abaixo. Entretanto, apds o periodo de cultivo de 62 dias, também nao foi
observada interacdo significativa entre os fatores fosfato e levedura. A falta de interagédo
entre os fatores pode ser justificada pelo pouco tempo de cultivo das plantas. Assim como
observado por Paredes Filho et al. (2020) no experimento ex vitro, o valor de P disponivel
no solo pode aumentar com o tempo, exigindo, portanto, mais pesquisas. Também como
discutido por Gatiboni et al. (2008), em solos com baixo teor de P e de residuos de plantas,
0 P microbiano tem pouca importancia para a nutri¢ao das plantas.

Os proximos resultados apresentados sdo referentes ao segundo experimento
realizado com a levedura T. globosa linhagem 5S55.

A Figura 10 apresenta os dados obtidos da biomassa seca da parte aérea e raiz das
plantas de cana-de-agucar. A maior média encontrada para valores da parte aérea foi com
o0 tratamento que recebeu fosfato monocalcico (FM). Isso pode ser explicado pela maior
oferta de P prontamente disponivel neste tratamento, garantindo maior crescimento da
planta. Ndo houve diferenca estatistica na biomassa seca de raiz entre os tratamentos.
Porém, a média do tratamento que recebeu fosfato de rocha (FR) elevou a biomassa seca

de raiz em 30% em relagdo ao tratamento com FM.
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Figura 10. Biomassa seca da parte aérea e raiz de cana-de-acUcar crescida com trés fontes de
fosfato [sem fosfato (SP), fosfato de rocha (FR) e fosfato monocalcico (FM)]. Barras mostram a
média e as linhas verticais o erro-padrdo da média de 4 repeti¢des. Dentro das partes da planta
(parte aérea e raiz) letras distintas sobre as barras indicam valores estatisticamente diferentes
(teste de Tukey a 5% de probabilidade).

N&o houve interagéo entre os fatores levedura e fonte de P para os resultados de
biomassa seca. Mesmo assim, houve melhor resultado na parte aérea do tratamento que
recebeu fosfato natural (FR) em comparacdo com o tratamento na auséncia de fosfato
(SP). O Fosfato Natural de Itafés (FR) tem, portanto, potencial de fornecimento de P
mesmo sem a acdo de solubilizacdo da levedura apresentada anteriormente in vitro.
Nestas condi¢Bes de cultivo de cana-de-aglcar, o tratamento com FM teve o melhor
resultado. Porém, fontes de fosfato prontamente sollveis apresentam efeitos negativos a
longo prazo, devido a reagdes de retencdo no solo, tornando-se indisponivel as plantas ao
longo do tempo. Esse efeito de disponibilidade imediata ocorre em menor intensidade
com fontes menos soltveis, como os fosfatos naturais (Chagas, 2014).

No teste de Tukey a 5% de probabilidade os resultados de numero de folhas séo
estatisticamente iguais entre os tratamentos e ndo houve interacdo entre os fatores

levedura e fontes de fosfato. Plantas de todos os tratamentos tiveram 6 folhas, em média.
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A Figura 11 mostra o crescimento liquido foliar das plantas de cana-de-aglcar. Os
resultados abaixo mostram a média da diferenca entre as duas medi¢des. O tratamento
com adi¢cdo de FM teve maior crescimento liquido foliar, sequido do tratamento com
adicdo de fosfato de rocha (FR), que se mostrou capaz de fornecer o nutriente quanto

comparado ao tratamento sem adigéo de P (SP).
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Figura 11. Crescimento liquido foliar em centimetros. VValores obtidos a partir da diferenca entre
o comprimento de folhas inicial (dia do plantio) e final (apds 62 dias de cultivo). Barras mostram
a média e as linhas verticais o erro-padrdo da média de 4 repeticGes. Letras distintas sobre as
barras indicam valores estatisticamente diferentes (teste de Tukey a 5% de probabilidade).

A Figura 12 apresenta os resultados da relagdo raiz/parte aérea da biomassa seca
das plantas. Nos tratamentos SP e com adi¢do de FR houve maior media em relagdo ao
tratamento com adicdo de FM. Isso pode ter ocorrido porque no tratamento com FM as
plantas estavam em condi¢bes mais favoraveis, que proporcionaram, como Visto
anteriormente, maior crescimento liquido foliar. O crescimento das raizes responde ao
ambiente do solo, o que propicia plasticidade na forma, no tamanho e na distribuicdo do
sistema radicular. Em condicbes de estresse, como a falta de um macronutriente, as
plantas podem alocar mais recursos para as raizes. Esta maior alocagao visa formar mais

raizes e aumentar o volume de solo explorado, em busca de maior suprimento de P.
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Figura 12. Relagdo raiz/parte aérea. Resultados obtidos pelo quociente entre os valores de
biomassa seca das raizes e da parte aérea da planta. Barras mostram a média e as linhas verticais
0 erro-padrdo da média de 4 repeticdes. Letras distintas sobre as barras indicam valores
estatisticamente diferentes (teste de Tukey a 5% de probabilidade).

Concentrac@es de P e Ca (g/Kg) foram avaliadas ap6s a secagem da parte aérea e
raizes das plantas. Os resultados de concentracdo destes nutrientes ndo apresentaram
interacdo significativa entre os fatores fosfato e levedura. As fontes de P tiveram efeito
significativo sobre a concentracdo de P, mas néo sobre a concentragéo de Ca nas plantas.
O tratamento com adi¢do de FM apresentou concentragdo de P tanto na parte aérea quanto
nas raizes significativamente superior aquelas observadas nas outras fontes de P (Figura
131). Houve baixa concentracdo de P no tratamento com adicdo de FR, acusando baixa
eficiéncia, nestas condigdes, da capacidade de solubilizagdo deste nutriente pela levedura
T. globosa. Tellechea (2007) também ndo observou aumento no contetdo de P da parte
aérea de plantas de cana-de-agucar com inoculacdo de bactérias, porém tais contetdos
aumentaram proporcionalmente a medida em gue se aumentou as doses de P no solo. As
médias de concentracdo de Ca da parte aérea e raiz ndo apresentaram diferencas

significativas entre os tratamentos (Figura 13lI1).
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Figura 13. Concentracdo de P (131) e de Ca (13Il) (g/Kg) na parte aérea e raizes das plantas.
Barras mostram a média e as linhas verticais o erro-padrdo da média de 3 repeti¢bes. Letras
distintas sobre as barras indicam valores estatisticamente diferentes (teste de Tukey a 5% de
probabilidade).

Outra medida realizada foi o calculo do indice de Eficiéncia Agrondmica (IEA).

Os valores obtidos s&o apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. indice de Eficiéncia Agrondmica (%) do Fosfato Natural de Itafés (IEA = [(biomassa
FR — biomassa SP)/(biomassa FM — biomassa SP)]x100). Valores considerando a producédo de
biomassa total (raiz + parte aérea) de 3 repeti¢des por tratamento, contetido de P total (raiz + parte
aérea) de 3 repeticdes e contetdo total de Ca (raiz + parte aérea) de 3 repeticdes.

Biomassa Contetdo Conteudo
total total de P total de Ca
95,6 26,9 137,1

A eficacia agronémica dos FNs é inconstante e os bons resultados sdo mais
provaveis quando as combinacdes adequadas de FN, solo, espécies de plantas,
organismos do solo, sistema de cultivo e manejo do solo s&o utilizados (Lopes et al, 2022).

Na Figura 14 sdo apresentadas imagens obtidas durante a avaliacdo da
colonizagdo micorrizica do tratamento de Fosfato Natural de Itafés na presenca de
levedura. Esta técnica de coloracdo das raizes é realizada para melhor visualizacdo de

fungos endofiticos nas células do tecido das raizes, entretanto ndo foi possivel realizar
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uma contagem padronizada dos pontos de colonizagdo observados. A coinoculagéo de
leveduras e fungos em ensaios ex vitro é uma boa maneira de promover o crescimento
das plantas, pois juntos esses micro-organismos podem modificar o sistema radicular da
planta e manipular as vias hormonais, como a producédo de citocininas e auxinas que

promovem o alongamento da raiz (Hardoim, 2006; Moreira, 2019).

Figura 14. Imagens obtidas durante a avali¢do de colonizagdo micorrizica.

A andlise de deteccdo e contagem de esporos ocorreu para poucas repeticoes
(Figura 15). Assim como para a avaliagdo anterior, os resultados ndo foram conclusivos
porque houve dificuldade na contagem desses esporos. Isso se da pelo fato de a contagem
ser feita manualmente, com o auxilio de microscopio ou lupa, além da contagem exigir
habilidade para diferenciacdo dos esporos de outros elementos que permanecem nas
amostras. Alguns exemplos sdo particulas minerais e fragmentos de hifas. Mesmo apds a
passagem pela peneira de retencéo de esporos, a por¢do de solo em andlise permaneceu
com impurezas. Outra dificuldade encontrada para esta avaliagcdo € seguir uma ordem

para ndo contar esporos repetidos ou deixar de contar algum para a mesma amostra.
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Figura 15. Imagens obtidas durante a avali¢do de colonizagdo micorrizica.

5. CONCLUSAO

Conclui-se que durante os ensaios in vitro houve queda do pH do meio de cultura
na presenca de fosfato natural e levedura. Além disso a levedura Torulaspora globosa
linhagem 6S01 foi responsavel por um aumento significativo da concentra¢do de fosforo
solivel no meio de cultura NBRIP nos tratamentos com levedura e com fosfato natural.
Nos ensaios ex vitro ndo foi constatada interacao significativa entre os fatores fosfato e
levedura T. globosa linhagem 5S55 nas analises realizadas. Ap6s o cultivo das plantas de
cana-de-agucar, o tratamento na presenca de Fosfato Monocalcico apresentou maiores
valores de crescimento liquido foliar, biomassa seca e concentracdo de P na parte aérea.
Os resultados obtidos nos tratamentos na presenca do Fosfato Natural de Itafés foram
superiores quando comparados aos tratamentos sem adi¢do de nenhuma fonte de fosfato
nas avaliacGes de biomassa seca de parte aérea e raiz e de crescimento liquido foliar. Com
isso, 0 potencial de solubilizacdo de fosfatos naturais pela levedura T. globosa deve

continuar sendo avaliado em ensaios conduzidos ex vitro.
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