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RESUMO

SILVA, PATRICK VIEIRA. Caracterizacio e uso de formulacao de biofertilizante a base
de Aspergillus niger. 2022, 64 paginas. Dissertacdo (Mestrado em Agricultura e Informagdes
Geoespaciais) — Universidade Federal de Uberlandia, Campus Monte Carmelo, Minas Gerais,
Brasil.

Aspergillus niger apresenta potencial para solubilizar compostos de fosfato inorganico
insoltiveis e para a promogao de crescimento de plantas. Diante disso, este trabalho teve como
objetivo caracterizar uma formulagdo granular a base de 4. niger quanto ao seu tempo de
prateleira, avaliar a compatibilidade com fertilizantes e determinar o seu potencial na
promoc¢do de crescimento de plantas de alface e feijdo. Os resultados indicam que a
formulagdo pode ser armazenada em temperatura ambiente ou geladeira por, no minimo, 6
meses. O biofertilizante se mostra compativel para crescimento do fungo com ureia, cloreto
de potassio, superfosfato simples, superfosfato triplo e organomineral. Para a compatibilidade
em meio liquido, a ureia inibiu a solubilizacdo de fosfato. Demais fertilizantes foram
compativeis, enquanto o cloreto de potassio e o organomineral contribuiram para maior
porcentagem de solubilizagdo. A inoculacdo de sementes com A. niger pode ser utilizada em
diferentes doses de P para a promoc¢do de crescimento de alface. Na dose de 100%, os
diferentes métodos de inoculagdo contribuiram para valores superiores nos parametros de
diametro da planta, indice SPAD, peso fresco e quantidade de folhas. No feijoeiro, o
microrganismo A. niger contribui para o desenvolvimento das plantas, promovendo maior
numero de folhas, altura, quantidade de nddulos, peso seco da parte aérea e das raizes. A
formulagdo WG usada no tratamento de sementes foi superior a formulacdo granular.
Aspergillus niger se mostra compativel com o inoculante de fixacdo bioldgica de nitrogénio,
além de contribuir no acréscimo de quantidade de nédulos por planta. A fonte e dose de adubo
fosfatado que garantiu maiores incrementos nos parametros avaliados foi o superfosfato triplo
com 100% da necessidade da planta. O biofertilizante contendo o fungo A. niger apresenta
potencial para armazenamento durante o periodo de 6 meses sem perder suas caracteristicas,
compatibilidade com fertilizantes e promogao de crescimento de plantas de alface e feijdo.

Palavras-chave: Promocdo de crescimento; solubilizacdo de fosfato; nutrigao;
sustentabilidade; organico; bioinsumo.

'Orientador: Prof. Dr. Gilberto de Oliveira Mendes - UFU



ABSTRACT

SILVA, PATRICK VIEIRA. Characterization and use of a biofertilizer formulation with
Aspergillus niger. 2022, 64 pages. Dissertation (Master in Agriculture and Geospatial
Information) — Federal University of Uberlandia, Campus Monte Carmelo, Minas Gerais,
Brazil'.

Aspergillus niger has the potential to solubilize insoluble inorganic phosphate compounds and
to promote plant growth. Therefore, this work aimed to characterize a granular formulation
based on 4. niger in terms of its shelf life, evaluate its compatibility with fertilizers and
determine its potential in promoting the growth of lettuce and bean plants. The results indicate
that the formulation can be stored at room temperature or in the refrigerator for at least 6
months. The biofertilizer is compatible for fungal growth with urea, potassium chloride,
single superphosphate, triple superphosphate and organomineral. For compatibility in liquid
medium, urea inhibited phosphate solubilization. Other fertilizers were compatible, while
potassium chloride and organomineral contributed to a higher percentage of solubilization.
Seed inoculation with A. niger can be used at different doses of P to promote lettuce growth.
At the 100% dose, the different inoculation methods contributed to higher values in the
parameters of plant diameter, SPAD index, fresh weight and number of leaves. In common
bean, the microorganism 4. niger contributes to plant development, promoting greater number
of leaves, height, number of nodules, dry weight of shoots and roots. The WG formulation
used in the seed treatment was superior to the granular formulation. Aspergillus niger is
compatible with the inoculant for biological nitrogen fixation, in addition to contributing to
the increase in the number of nodules per plant. The source and dose of phosphate fertilizer
that ensured greater increases in the parameters evaluated was triple superphosphate with
100% of the plant's need. The biofertilizer containing the fungus A. niger has potential for
storage during the period of 6 months without losing its characteristics, compatibility with
fertilizers and growth promotion of lettuce and beans plants.

Keywords: Growth promotion; phosphate solubilization; nutrition; sustainability; organic;
bioinput.

' Adviser: Prof. Dr. Gilberto de Oliveira Mendes - UFU



INTRODUCAO GERAL

A absor¢dao e utilizagdo do nutriente fosforo (P) pelas plantas representa papel
importantissimo no rendimento final de producdo das culturas (FILIPPELLI, 2008; SHEN et
al., 2011). A baixa disponibilidade deste ¢ realidade em grande parte dos solos (NIU et al.,
2013). Microrganismos sdao capazes de solubilizar compostos de fosfato inorganico
insoluveis, demonstrando potencial de disponibilizar o P para as plantas no solo. De maneira
geral, os fungos possuem maior capacidade de liberar P quando comparados as bactérias
(SHARMA et al., 2013).

Visto a importancia do nutriente P para as plantas e o uso promissor de
microrganismos para solubilizacdo deste nutriente, o primeiro capitulo deste trabalho
apresenta um referencial tedrico mais detalhado sobre o nutriente, o microrganismo
solubilizador de P Aspergillus niger (MENDES et al., 2014) e sobre as formulagdes de
biofertilizantes. Esse referencial representa embasamento e suporte para os demais capitulos
apresentados. O segundo capitulo visa caracterizar uma formulacdo de biofertilizante
contendo A. niger quanto ao seu tempo de prateleira durante o periodo de 6 meses e a
compatibilidade de uso e aplicacdo com fertilizantes minerais e um organomineral.

Sendo a alface uma das hortalicas mais consumidas no mundo e no Brasil
(FILGUEIRA, 2013), o terceiro capitulo deste trabalho propde determinar o potencial de
promocdo de crescimento dessa cultura em diferentes formulacdes e concentragdes de um
biofertilizante a base de A. niger com diferentes doses de adubo fosfatado. No quarto capitulo
deste trabalho avaliou-se o potencial de diferentes formulagdes do biofertilizante a base de 4.
niger com diferentes fontes e doses de adubo fosfatado na cultura do feijoeiro, a terceira
cultura mais importante para nutrigdo humana e animal no mundo (FAGERIA et al., 2015).

De maneira geral, o objetivo desse trabalho foi caracterizar uma formulagdo granular
de A. niger, determinar o tempo de prateleira, avaliar compatibilidade com fertilizantes e

determinar seu potencial uso na cultura da alface e no feijao.



CAPITULO 1

Referencial tedrico geral

1.1 Fosforo

Estima-se que a populagdo mundial alcance a marca aproximada de 9,7 bilhdes de
pessoas em 2050 e, consequentemente, uma maior demanda por alimentos sera observada ao
longo do tempo. Contudo, vé-se atualmente diversos efeitos adversos que comprometem o
desenvolvimento e producao das culturas, tais como estresses bidticos e abioticos, como o
ataque de insetos e patdgenos, secas e a deficiéncia de nutrientes (CEASAR, 2018). Dentre os
nutrientes, a baixa disponibilidade de fosforo é realidade em grande parte dos solos. Calcula-
se que 5,7 bilhdes de hectares de solo em todo o mundo sdo deficientes desse elemento (NIU
et al., 2013). Por isso, a adubagao fosfatada ¢ necessaria para aumentar os niveis de P no solo.
Em contrapartida, existe uma preocupacdo a longo prazo, visto que as reservas de minério
fosfatado de alta qualidade sao limitadas (LYNCH, 2011; WELLMER; SCHOLZ, 2015).

O fosforo provido das jazidas de rocha fosfatica pode ter origem tanto sedimentar
(87%) quanto ignea (13%) (GEISSLER et al., 2018). De todo o volume produzido, cerca de
83% sdo destinados a producdo de adubos. Os depositos atualmente conhecidos estdo
amplamente espalhados pelo mundo em grandes nimeros, mas ndo necessariamente em
quantidades comercialmente viaveis de rocha fosfatica (GEISSLER et al., 2018; GEISSLER;
MEW:; STEINER, 2019). Estima-se que em 2019 o consumo mundial de P>Os contido em
acido fosforico, fertilizantes e outros produtos foi 47 milhdes de toneladas. Calcula-se que a
reserva mundial de rocha fosfatica seja de aproximadamente 69 bilhdes de toneladas e no
Brasil tenha-se 1,7 bilhdes, com produgdo anual de 5,3 mil toneladas (U. S. GEOLOGICAL
SURVEY, 2020).

Presente em pelo menos 170 minerais das rochas fosfaticas em todo o mundo, o
fosforo ¢é liberado gradativamente pelo processo de intemperismo. E um nutriente altamente
fixado pelo solo que possui difusdo muito lenta e limita sua disponibilidade aos vegetais e
organismos ali presentes. A absor¢ao e utilizagdo desse nutriente pelas plantas tem papel
importante no rendimento das culturas (FILIPPELLI, 2008; SHEN et al., 2011). Nos solos
acidos, o P pode formar compostos insoluveis com ions e 6xidos de Al e Fe, ja em neutros e
alcalinos, forma compostos moderadamente soliveis com Ca e Mg, além de ser adsorvido nas

superficies de carbonato de Ca e Mg (HOLFORD, 1997).



Nas plantas, o fosforo participa de inumeras fungdes fisioldgicas, como a fotossintese,
armazenamento e transferéncia de energia, respiragdo e a divisdo celular (MULLINS, 2009).
Além disso, promove o crescimento ¢ desenvolvimento das raizes, melhora a qualidade de
frutas, verduras, culturas graniferas e tem papel importante na formagao das sementes
(INSTITUTO DA POTASSA E FOSFATO, 1998). Visto a importancia desse macronutriente
e a deficiéncia na maior parte dos solos, faz-se necessario a utilizagdo da adubagdo fosfatada
visando suprir a demanda das plantas (SINGH; SATYANARAYANA, 2011). Devido as
ligacdes quimicas com componentes no solo, estima-se uma eficiéncia de apenas 60% para os
fertilizantes fosfatados, o que faz promover altas dosagens para suprir a demanda das culturas

(CUNHA; CASARIN; PROCHNOW, 2011).

1.2 Microrganismos solubilizadores de fosfato

Microrganismos s3o capazes de solubilizar compostos de fosfato inorganico
insoluveis, demonstrando potencial de disponibilizar o P para as plantas no solo (SHARMA et
al., 2013). Dentre as bactérias, podem-se citar os géneros Agrobacterium, Arthrobacter,
Azotobacter, Bacillus, Chryseobacterium, Delftia, Gordonia, Phyllobacterium, Pseudomonas,
Rhodococcus, Serratia e Xanthomonas (BABALOLA; GLICK, 2012; IGUAL et al., 2001;
CHEN et al., 2006; KUMAR; BEHL; NARULA, 2001; FREITAS; BANERJEE; GERMIDA,
1997). De todos os microrganismos presentes no solo, as bactérias solubilizadoras de fosfato
podem representar uma populacdo entre 1-50%. Ja4 os fungos com o mesmo potencial,
compreendem em torno de apenas 0,1 a 0,5% (CHEN et al., 2006). Dentre eles, destacam-se
os géneros Penicillium e Aspergillus (ALAM, 2000; MENDES et al., 2014).

De maneira geral, os fungos solubilizadores de fosfato possuem maior capacidade de
liberar P quando comparados as bactérias (SHARMA et al., 2013). Além disso, possuem a
capacidade de colonizar longas distincias com maior facilidade como a exemplo as
micorrizas e, portanto, podem ser mais importantes e eficientes para a solubilizacdo nos solos
(KUCEY, 1983). O processo de solubilizagdo consiste em liberar o fosforo presente em
minerais para a solu¢do do solo, enquanto que o processo de mineralizacdo consiste na
liberacao daquele fosforo presente na fragao organica (SHARMA et al., 2013).

A solubilizagdo de P através da produgdo de acidos organicos pelos microrganismos
resulta da redu¢@o do pH do solo, da quelagao dos cations ligados ao P, por competicdo com P
para sitios de adsor¢@o no solo e pela formagdo de complexos com ions metalicos associados

ao P insoluvel como o Ca, Fe e Al (WHITELAW, 2000; RASHID et al., 2004). Dentre os
3



acidos organicos produzidos pelos microrganismos, destacam-se os acidos citrico, gliconico,
latico, oxalico, propionico e succinico (CHEN et al., 2006; RASHID et al., 2004). Ja a
solubilizacdo de P organico resulta da liberagdo de enzimas pelos microrganismos, como as
fosfatases acidas, fitases e fosfonatases. Cada organismo pode atuar de uma ou até mais
maneiras para contribuir na disponibilizacdo do P no solo. Apesar de ser dificil selecionar
dentre os diversos mecanismos o mais eficiente, a produgdo de dacidos organicos e a
consequente reducdo do pH caracterizam ser a de maior importancia (SHARMA et al., 2013).
Mendes e colaboradores (2014) reportaram a capacidade de Aspergillus niger em solubilizar P
insolivel em compostos de AIPOs4, FePOs, Ca3(POs4), e rocha fosfatica. Dentre os
mecanismos empregados por esse microrganismo se enquadram a acidificagdo do meio e a
producdo de éacidos organicos como o citrico, gliconico e oxalico. Esses relatos reforgam a
ideia do potencial uso de A. miger na solubilizacio de P insoltivel e seu uso como
biofertilizante. Outros estudos evidenciam a capacidade de A. miger em produzir acidos
organicos tais como acido citrico, gluconico, malico, oxalico e tartarico (SCHRICKX et al.,
1995; ANJUM et al., 2010; BAHALOO-HOREH; MOUSAVI, 2017).

Aspergillus niger ¢ um dos mais importantes microrganismos usados em
biotecnologia. Ha décadas ¢ utilizado em industrias para produzir enzimas extracelulares e
acido citrico. E um fungo filamentoso que cresce aerobicamente em matéria organica. Na
natureza, ¢ encontrado no solo principalmente em materiais vegetais em decomposicao
(SCHUSTER et al., 2002). Possui ampla temperatura de crescimento, minimo de 6-8° C,
maximo 45-47° C e ideal de 35-37° C. Apresenta carater xerofilo e se distingue pela coloragao
preta e forma esférica de seus conidios. Os esporos negros fornecem protecao da luz solar e da
luz ultravioleta, proporcionando uma vantagem competitiva em campo. Aspergillus niger
geralmente tem sido considerado um fungo benigno e tem sido amplamente usado na
producdo em diversas industrias, porém algumas cepas podem produzir micotoxinas

prejudiciais aos seres humanos (PITT; HOCKING, 2009).

1.3 Formulacgdes de biofertilizantes

O interesse e potencial uso de biofertilizantes para uma agricultura sustentavel cresce
gradativamente (HERRMANN; LESUEUR, 2013). Estes podem ser definidos como sendo
substancias que contém microrganismos vivos que, quando aplicados em sementes,
superficies vegetais ou no solo, podem colonizar a rizosfera ou o interior da planta e

promover o crescimento por meio do aumento da oferta ou aproveitamento da capacidade de
4



nutrientes primarios para a planta hospedeira (VESSEY, 2003; BRAHMAPRAKASH;
SAHU, 2012; MALUSA; VASSILEV, 2014). O seu uso esta ganhando destaque com énfase

na agricultura organica e para a agricultura sustentavel. Estes quando aplicados no solo,

podem trazer os seguintes beneficios (VESSEY, 2003; BRAHMAPRAKASH; SAHU, 2012):

e Tecnologia de baixo custo com 6timo beneficio;

e Aumenta o crescimento das plantas e o rendimento das culturas por meio de aumento
da disponibilidade de nutrientes e melhora na fertilidade do solo;

e Reduz a poluigdo ambiental pela diminuicao e/ou substituicdo de insumos quimicos;

e Melhora o condicionamento do solo;

e Protege as plantas contra patdgenos do solo;

e Ajuda a planta a crescer sob condicdes de estresse.

O manejo dos nutrientes para as plantas ¢ componente vital da agricultura sustentavel.
Assim, o uso de microrganismos como biofertilizante ¢ considerado o melhor substituto dos
fertilizantes minerais. Este atua de forma ecoldgica para o crescimento das plantas e
fertilidade do solo. Os microrganismos solubilizadores de fosfato sdo conhecidos pela
capacidade de promover o crescimento de plantas através da conversao da forma insoltvel de
fosforo em forma soluvel (KOUR et al., 2020).

A formulagdo de um biofertilizante ¢ um processo de varias etapas, compreendendo
aspecto crucial para a producdo e sucesso do agente biologico. Ela resulta de uma ou varias
cepas de microrganismos incluidos em um transportador adequado, além de aditivos que tém
a funcdo de auxiliar na estabilizacdo e protecdo das células microbianas. Tudo isso deve
proporcionar um ambiente seguro para proteger os agentes biologicos das condigdes durante o
armazenamento e garantir a sobrevivéncia e o estabelecimento ap6s a introdugdo nos solos
(BRAHMAPRAKASH; SAHU, 2012; HERRMANN; LESUEUR, 2013; VASSILEV et al.,
2020). Alguns problemas e desafios devem ser enfrentados desde a producdo até a pos-

aplicacdo dos biofertilizantes (JONES; BURGES, 1998):

e Estabilizagdo: evitar o crescimento de microrganismos contaminantes. Estes quando

presentes no meio, podem acarretar na desnaturacgao das proteinas dos agentes ativos;



e Armazenamento: evitar que os produtos a base de po se aglomerem pela absorcao de
umidade. Para os produtos liquidos, controlar a viscosidade e manutengdo das
particulas em suspensdo, além de manter a viabilidade dos mesmos;

e Aplicagdo: deve-se garantir boa performance da tecnologia na aplicagdo conforme
formulagdo escolhida (pd/granulo). Manter viscosidade dos produtos liquidos
adequada de modo a formarem pequenas goticulas na pulverizagdo. Assegurar que no
momento da pulverizagdo ndo seja formada espuma, garantindo 6timo cobertura e
eficiéncia no alvo;

e Poés-aplicacdo: garantir boa cobertura do alvo e boa reten¢do do produto. Reduzir a
perda fisica por chuva ou outros agentes. Deve-se proteger contra os diversos agentes
de inativagdo e que seja depositado proximo ao local de realizacdo das atividades dos

microrganismos.

Os biofertilizantes podem possuir formulagdo liquida ou so6lida (SINGH; SINGH;
PRABHA, 2016; SIDDIQUI, 2006). As formulagdes liquidas sdo baseadas em 6leos minerais
ou organicos, suspensdes a base de 6leo ou de polimeros, enquanto que as so6lidas sdo aquelas
na forma de po, seco ou timido, granulo e capsula (MALUSA; SAS-PASZT; CIESIELSKA,
2012; HERRMANN; LESUEUR, 2013). Biofertilizantes granulares podem apresentar
vantagens aos demais, principalmente sob condi¢des de estresse do solo como acidez e
estresse hidrico, garantindo uma maior viabilidade dos microrganismos (HERRMANN;
LESUEUR, 2013). O sucesso das formulagdes granuladas estd relacionado diretamente
quanto a composi¢do dos granulos, ao tipo do propagulo e a concentracdo de inoculo, tipo de
transportador, a dosagem e ao método de aplicacdo dos granulos (MORETINI; DE MELO,
2007).

O transportador como veiculo de transferéncia de indculo, afeta diretamente o
desempenho do biofertilizante. Os transportadores podem ser divididos em seis categorias que
sdo a base de solos, residuos de plantas, materiais inertes, culturas microbianas, liquidos e
aqueles baseados em capsulas (SAHU; BRAHMAPRAKASH, 2016). Um bom transportador
deve ser (BRAHMAPRAKASH; SAHU, 2012; SOUMARE et al., 2020):

e Nao tdxico para os organismos;
e Facilmente pulverizado e esterilizado;

e (Capaz de transportar nimeros microbianos excepcionalmente altos;



e Facilmente disponiveis e econdmicos;
e Biodegradavel e ndo poluente;

e Apresentar boa capacidade de absorcao.

A qualidade do biofertilizante ¢ um dos fatores mais importantes que pode resultar no
sucesso ou fracasso, aceitacdo ou rejei¢ao pelos produtores que fardao uso. A qualidade pode
ser definida a partir de dois caracteres: a presenga do nimero necessario de microrganismos €
se estes se encontram na forma ativa (GHOSH et al., 2001; FNCA, 2006; HARZEVILI,
CHEN, 2015).

Considera-se importante e essencial prever alguns requisitos para assegurar a
qualidade do produto: a contagem minima de células / propagulos viaveis, a eficiéncia na
solubilizacdo e/ou fixagdo de nutrientes, a eficiéncia na inoculagdo de plantas, a validade, o
nivel de contaminac¢do admissivel, pH, a forma fisica, o teor de carbono ¢ de agua. Vale
destacar que a umidade ideal para a formulagdo seca ¢ que esteja a baixo de 5%, acima deste
valor pode culminar em atividade do microrganismo e perda da viabilidade (MALUSA;

VASSILEV, 2014).
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CAPITULO 2
Vida de prateleira e compatibilidade de fertilizantes com o biofertilizante a base de

Aspergillus niger

RESUMO

Formulagdes solidas de biofertilizantes compreendem aquelas na forma de po, seco ou timido,
granulo e capsula. O sucesso das formulagdes granuladas esta relacionado a composi¢ao dos
granulos, ao tipo do propagulo e a concentracao de indculo, tipo de transportador, a dosagem
e ao método de aplicagdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o tempo de prateleira de um
biofertilizante granular a base de A. miger e sua compatibilidade com fertilizantes. O
experimento foi composto em delineamento inteiramente casualizado (DIC), fatorial duplo
(7x2 + 1), sendo 7 periodos de avaliagao (0, 30, 60, 90, 120, 150 ¢ 180 dias) e 2 formas de
armazenamento (ambiente, geladeira) + controle. Como controle, foi realizada a producao do
granulo sem fungo, que foi armazenado a temperatura ambiente. Foram avaliados
mensalmente a viabilidade de propagulos, umidade, unidades formadoras de coldnias,
solubilizacdo de fosfato e crescimento do fungo em meio solido e solubilizagcdo de fosfato em
meio liquido. Adicionalmente foi avaliada a compatibilidade do biofertilizante em meio
solido com os fertilizantes superfosfato simples, superfosfato triplo, cloreto de potéssio, ureia
e um organomineral. Para isso, foi adicionado um granulo do biofertilizante e um de
fertilizante em placas de Petri contendo BDA, que foi incubada a 30 °C, e determinado
diariamente o diametro da colonia. Além disso, foi determinada a solubilizacdo de fosfato de
rocha em meio liquido com os mesmos fertilizantes. A formulagdo manteve a viabilidade do
fungo, capacidade de solubilizagdo em meio solido e liquido durante o periodo de avaliacao.
A formulacdo pode ser armazenada em temperatura ambiente ou geladeira pelo periodo de 6
meses. O biofertilizante se mostra compativel para crescimento com os fertilizantes avaliados.
Para a compatibilidade em meio liquido, a ureia inibiu a solubilizagdo de fosfato pelo
biofertilizante. Demais fertilizantes foram compativeis, enquanto o cloreto de potéssio e o
organomineral contribuiram para maior porcentagem de solubilizagao.

Palavras-chave: Bioinsumo; solubiliza¢ao; armazenamento; sustentabilidade; nutri¢ao.
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1 INTRODUCAO

Calcula-se que a populagdo mundial alcance a marca aproximada de 9,7 bilhdes de
pessoas no ano de 2050, culminando numa maior demanda de alimentos. Contudo, vé-se
atualmente diversos efeitos adversos que comprometem o desenvolvimento e a produgdo das
culturas, tais como estresses biodticos e abidticos, como o ataque de insetos e patdogenos, secas
e a deficiéncia de nutrientes (CEASAR, 2018). Dentre os nutrientes, a baixa disponibilidade
de fosforo (P) ¢ realidade em grande parte dos solos (NIU et al.,, 2013). A absorcao e
utilizagdo desse nutriente pelas plantas representa papel importante no rendimento final de
produgdo das culturas (FILIPPELLI, 2008; SHEN et al., 2011). Visto a importancia do P ¢ a
deficiéncia na maior parte dos solos, faz-se necessaria a utilizagdo da adubacao fosfatada
visando suprir a demanda das plantas (SINGH; SATYANARAYANA, 2011). Em
contrapartida, existe uma preocupagdo em longo prazo, pois as reservas de minério fosfatado
de alta qualidade sdo limitadas (LYNCH, 2011; WELLMER; SCHOLZ, 2015).

Microrganismos sdo capazes de solubilizar compostos de fosfato inorganico
insoluveis, demonstrando potencial de disponibilizar o P para as plantas no solo. De maneira
geral, os fungos possuem maior capacidade de liberar P quando comparados as bactérias
(SHARMA et al., 2013). Além disso, possuem a capacidade de colonizar longas distancias
com maior facilidade e, portanto, podem ser mais importantes e eficientes para a solubilizagao
nos solos (KUCEY, 1983). O processo de solubilizagdo empregado pelos microrganismos
consiste em liberar o fosforo presente em minerais para a solu¢cdo do solo, enquanto que o
processo de mineralizagdo consiste na liberagdo daquele fosforo presente na fragdo organica
(SHARMA et al., 2013).

Aspergillus niger ¢ um dos mais importantes microrganismos usados em
biotecnologia. Esse fungo tem a capacidade de produzir acidos organicos tais como acido
citrico, gliconico, malico, oxalico e tartarico (SCHRICKX et al., 1995; ANJUM et al., 2010;
BAHALOO-HOREH; MOUSAVI, 2017). Por isso, apresenta o potencial de solubilizar
fosfatos insoliveis em compostos de AIPO4, FePO4, Ca3(PO4): e rocha fosfatica (MENDES et
al., 2014). Esses relatos reforcam a ideia do potencial uso de Aspergillus niger como
biofertilizante para disponibilizacdo de P para plantas por meio de solubilizagdo de P
insolavel.

O interesse e potencial uso de biofertilizantes para uma agricultura sustentavel cresce
gradativamente (HERRMANN; LESUEUR, 2013). Os biofertilizantes podem ser definidos

como sendo substancias que contém microrganismos vivos que, quando aplicados em
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sementes, superficies vegetais ou no solo, podem colonizar a rizosfera ou o interior da planta
e promover o crescimento através do aumento da oferta ou aproveitamento da capacidade de
utiliza¢ao nutrientes primdrios para a planta (VESSEY, 2003; BRAHMAPRAKASH; SAHU,
2012; MALUSA; VASSILEV, 2014). O seu uso estd ganhando destaque com énfase na
agricultura orgdnica e para a agricultura sustentdvel. Quando aplicados no solo, os
biofertilizantes podem trazer beneficios como melhoria na fertilidade, aumento do
crescimento das plantas, acréscimo no rendimento das culturas, redu¢do da poluigdo
ambiental causada desde a fabricacao dos fertilizantes ¢ diminuicdo e/ou substituicdo de
insumos quimicos, dentre outros beneficios (VESSEY, 2003; BRAHMAPRAKASH; SAHU,
2012).

Os biofertilizantes podem possuir formulagdo liquida ou sélida (SAHU;
BRAHMAPRAKASH, 2016; SIDDIQUI, 2006). Biofertilizantes granulares podem apresentar
vantagens como o facil manuseio e armazenagem. Além disso, 0 microrganismo ndo possui
contato direto com compostos quimicos quando aplicado em solo. Essa formulacao se destaca
das demais sob condigdes de estresse do solo como acidez, estresse hidrico, garantindo uma
maior viabilidade dos microrganismos (HERRMANN; LESUEUR, 2013). A qualidade do
biofertilizante ¢ um dos fatores mais importantes que pode resultar no sucesso ou fracasso,
aceitacdo ou rejei¢do pelos agricultores. A qualidade pode ser definida a partir de dois
caracteres: a presenga do numero necessario de microrganismos € se estes se encontram na
forma ativa (GHOSH et al., 2001; HARZEVILI; CHEN, 2015). Caracterizar a formulagao e
determinar o potencial do biofertilizante compreendem etapas importantes para aceitagdo no
mercado e sucesso no campo. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar o tempo de
prateleira de um biofertilizante granular & base de A. niger e sua compatibilidade com

fertilizantes.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Caracterizacio da formulagao
2.1.1 Desenvolvimento da formulacao do biofertilizante
Para o desenvolvimento da formulagdo granular do fungo solubilizador de fosfato,

utilizou-se a cepa de Aspergillus niger obtida previamente por Mendes et al. (2014) em solos

da regido de Vicosa — MG. Os conidios do fungo foram coletados em solugao de Tween 80 a
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0,01 % (v/v) a partir de culturas de até 7 dias de idade em placas de petri contendo o meio de
cultura batata dextrose agar (BDA). A suspensdo foi entdo filtrada por meio de uma bomba a
vacuo e uma membrana com poros de 0,45 um. Em seguida, o filtro contendo os conidios foi
seco em dessecador com silica gel pelo periodo de 24 h em temperatura ambiente (25 °C). Os
conidios secos foram armazenados em tubos eppendorf a temperatura ambiente. Para a
formulagdo, foram pesados 36 mg de conidios, misturados em dgua estéril (15 mL), farinha de
trigo (26,5 g), amido de milho (3,8 g) e sacarose (2,25 g), formando-se uma massa uniforme.
Para a producdo dos granulos, a massa formada foi aberta e passada em maquina para
fabricacdo de macarrdo estilo “bigoli” para extrusdo de filamentos com didmetro aproximado
de 2 mm. Os filamentos foram cortados em fragmentos de 2 mm de comprimento (ARAUJO
et al., 2020). Os granulos foram colocados em placas de Petri em um secador de ar
convectivo, no qual havia ventilagdo forcada de ar a 50° C durante o periodo 48 horas, até

atingir a umidade abaixo de 5%.

2.2.2 Numero de propagulos viaveis do fungo e capacidade de solubilizacio

Cinco subamostras foram mantidas para determinagdo da sobrevivéncia apoés a
secagem. O restante das amostras foi armazenado em sacos plasticos pretos em temperatura
ambiente (~25 °C) e em geladeira a 4 °C. A viabilidade e a capacidade de solubilizacdo de
fosforo foram determinadas durante 6 meses a cada 30 dias de armazenamento. As amostras
usadas para avaliagdo se dispuseram em 5 repetigdes. O experimento foi composto em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), fatorial duplo (7x2 + 1), sendo 7 periodos de
avaliagao (0, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias) e 2 formas de armazenamento (ambiente,
geladeira) + controle. Como controle, foi realizada a produg@o do granulo sem a presenga do

fungo, que foi armazenado a temperatura ambiente.

e Viabilidade dos propagulos, umidade e determinac¢ao de UFC

Para cada avaliagdo mensal, dez granulos foram plaqueados em placas de Petri
contendo meio de cultura BDA e incubados em BOD a 30 °C durante trés dias.
Posteriormente foi contabilizada a porcentagem de granulos que geraram coldnias do fungo.
O delineamento experimental empregado foi inteiramente casualizado, com cinco repeticoes,

sendo que cada placa de Petri correspondeu a uma repeti¢ao. No dia de cada avaliagdo, 1 g
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dos granulos foram colocados em estufa a 105 °C por 24 h para obten¢do de umidade na base
seca.

Para determinagao do numero de propagulos viaveis, foram pesados 10 g de cada
amostra em 5 repeti¢des, adicionadas em Erlenmeyer de 250 mL e diluidas em 90 mL de
solugdo salina [NaCl 0,9 % (m/v)] com adicdo de 1 mL L' de Tween 80. As amostras
permaneceram sob agitagdo durante 60 min a 180 rpm em agitador orbital. Posteriormente, foi
realizada a dilui¢do em série (107!, 102 e 10), retirada uma amostra de 0,1 mL da ultima
diluicdo e espalhada em duas placas de Petri contendo BDA suplementado com 1 mL L
Triton X-100 por meio de uma alga de Drigalsky estéril. As placas inoculadas foram mantidas
por dois dias a 30 °C para posterior contagem das colonias. A quantidade de coldnias foi
expressa em unidades formadoras de coldnias por grama (UFC g'). Para cada unidade
experimental, foi realizada a média de UFC das duas placas. O experimento foi montado em

delineamento inteiramente casualizado (DIC).

e Capacidade de solubilizacao de fosfato em meio sélido

Para determinacdo do desempenho de solubilizagdo de fosfato em meio sélido, foram
preparadas placas de Petri contendo meio de cultura composto por solugdo salina adicionada a
5 g L' de fosfato de célcio [Ca3(PO4)2] e agar (15 g L). No meio de cultura foi adicionado
sacarose (10 g L!) com o objetivo de simular o efeito de exsudatos radiculares aos quais o
microrganismo tem acesso sob condi¢do de campo. O meio de cultura foi esterilizado em
autoclave e vertido nas placas. Apdés o meio de cultura ser solidificado na placa, foi
acrescentado um granulo da formulagdo ao centro da placa. As placas foram seladas e
incubadas a 30° C durante o periodo de 5 dias. Em seguida, os diametros da colonia do fungo
e o halo de solubilizagdo foram mensurados (Figura 1). O experimento foi montado em

delineamento inteiramente casualizado (DIC) composto por 5 repeticdes.
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Halo de
solubilizacdo

FIGURA 1. Halo de solubilizagdo de Ca3(POs)2 da colonia fingica a partir da formulagao

granular contendo o fungo 4. niger.

e Capacidade de solubilizacio de fosfato em meio liquido

Para determinacdo do desempenho de solubilizacdo de fosfato em meio liquido,
adicionou-se a quantidade de 3 granulos (peso aproximado de 23 mg cada granulo) em frascos
de 125 mL contendo 50 mL de meio NBRIP (10 g glicose, 5 g Ca3(POs)2, 5 g MgCL.6H20,
0,25 g MgS04.7H20, 0,2 g KCl, 0,1 g (NH4)2SO4, 1 L dgua destilada, pH 7). Os frascos foram
dispostos em um agitador orbital por 7 dias a 28 °C e 150 rpm. Ao final do experimento,
foram determinados os teores de fosforo soluvel pelo método colorimétrico (Figura 2). O
experimento foi composto em delineamento inteiramente casualizado (DIC) composto por 5

repeticdes.
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FIGURA 2. Solu¢do ao final do periodo de 7 dias de incubacdo a 28 °C e 150 rpm de
agitacdo. Erlenmeyer esquerdo: Controle; Erlenmeyer direito: tratamento com o
biofertilizante.

2.3 Compatibilidade com fertilizantes

e Determinacio do crescimento e tamanho da colonia

Nessa etapa foi avaliada a compatibilidade do biofertilizante em meio s6lido com os
fertilizantes superfosfato simples, superfosfato triplo, cloreto de potassio, ureia ¢ um
organomineral (26% de P>0s). Para isso, foi adicionado um granulo do biofertilizante € um de
fertilizante, espacados em ~5 mm, ao centro de placas de Petri contendo BDA. As placas
foram incubadas em BOD a 30 °C durante 5 dias e determinado diariamente o diametro da
colonia. Posteriormente foi determinada a taxa de crescimento didria e tamanho da coldnia ao

final do experimento. O experimento foi montado em DIC com 4 repeti¢des.

e Capacidade de solubilizacio em meio liquido

Em erlenmeyers de 125 mL foram adicionados 50 mL de solucdo salina [NaCl 0,85%
(m/v)] com sacarose (10 g L), 5 g de solo com alta capacidade de retengio de P (Latossolo),

190,6 mg de rocha fosfatica (Baydvar) referente a dose de 150% da capacidade méxima de
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adsorcdo de P (CMAP de 1.666,67 mg P Kg™!) do solo, 3 granulos de biofertilizante a base de
A. niger (70 mg) e 50 mg do fertilizante. O delineamento experimental foi montado em DIC
com 5 repeti¢des. Foi realizada a incubagao dos erlenmeyers por 7 dias em agitador orbital a
28 °C sob agitagao de 150 rpm. ApoOs a incubagdo, foi feita a filtragem das amostras,
determinado o pH e a concentracdo de P soluvel pelo método colorimétrico (BRAGA;
DEFELIPO, 1974). Em triplicata, foi realizado um teste com os tratamentos de solo + rocha
fosfatica, solo + superfosfato simples, solo + superfosfato triplo e solo + organomineral, todos
sem a adi¢ao de granulos do biofertilizante, a fim de avaliar a quantidade de P disponivel apds
a adsor¢do pelo solo no final do periodo de incubacdo. Esse valor gerado foi utilizado para
descontar do valor da concentragdo de P soluvel do experimento principal, determinando

assim o valor real de porcentagem de P solubilizado.

2.4 Analise estatistica

Os dados de tempo de prateleira foram coletados mensalmente. Os dados de
compatibilidade com fertilizante em meio sélido foram processados e geradas regressdes
lineares entre o tempo (dia) e o diametro de crescimento do fungo (mm). O valor de
inclinagdo das regressdes lineares correspondeu a taxa de crescimento didria pelo fungo.
Todos os dados coletados foram submetidos a andlise estatistica através do software Sisvar
(FERREIRA, 2008). Os resultados foram submetidos a ANAVA, teste F e comparou-se as
médias pelo teste t (LSD) a nivel de 5% de probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacio da formulacao

A formulagdo granular do biofertilizante contendo o fungo A. niger permaneceu viavel
em temperatura ambiente e em geladeira ao longo do periodo de 180 dias de armazenamento,
com indice de germinacdo e formagdo de colonias em 100% (Tabela 1). A temperatura de
armazenamento de um biofertilizante representa fator chave para a vida de prateleira. Em um
trabalho, Wong e colaboradores (2019) avaliaram a viabilidade microbiana e estabilidade de
armazenamento de consorcio entre Pseudomonas aeruginosa e Trichoderma harzianum.
Segundo os autores, as bioformula¢des secas com granulos, talco em pd e a base de alginato

de calcio atingiram melhores resultados quando em temperatura de 4 °C comparada a
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temperatura ambiente de 25 °C. No presente estudo, a viabilidade do fungo em temperatura
ambiente representa vantagem, visto que reduz os custos com armazenamento € transporte.
Para a umidade, verifica-se que houve acréscimo ao longo do periodo de
armazenamento para os tratamentos em temperatura ambiente, geladeira e para o controle
(formulagdo sem a adi¢do do fungo). Para a temperatura de geladeira, houve menor acréscimo
em relagdo aos demais tratamentos. As formulagdes secas, quando em umidade superior de
5%, podem sofrer deterioracdo progressiva e diminuir a atividade microbiana (COUCH;
IGNOFFO, 1981). A partir de 30 dias de formulagdo, nota-se que todas as formulagdes se
encontravam com a umidade superior a 5%, porém nao houve diminui¢do da germinacao do
fungo, pois ao final do periodo de armazenamento 100% dos granulos formaram coldnias.
Para a quantidade de unidades formadoras de colonias (UFC), halo de solubilizagdo e
crescimento do fungo em meio solido e solubilizagdo em meio liquido, verifica-se que nao
diminuiram ao longo do periodo de 6 meses de formulagdo para as diferentes formas de
armazenamento. De maneira geral, nota-se que nao houve diferenca ao longo de 6 meses para

0s armazenamentos em temperatura ambiente e para geladeira.

TABELA 1. Porcentagem de coldnias, umidade, unidades formadoras de colonias (UFC g™),
halo de solubilizagdo e crescimento de fungo em meio sélido e porcentagem de solubilizagao
em meio liquido de formulacdo granular de 4. niger submetida a dois tipos de armazenamento

Colonias (%)
Tempo (dias) Controle Ambiente Geladeira
0 0,0 aB 100,0 aA 100,0 aA
30 0,0 aB 100,0 aA 100,0 aA
60 0,0 aB 100,0 aA 100,0 aA
90 0,0 aB 100,0 aA 100,0 aA
120 0,0 aB 100,0 aA 100,0 aA
150 0,0 aB 100,0 aA 100,0 aA
180 0,0 aB 100,0 aA 100,0 aA
CV (%): 0
Umidade (%)
0 5,6 aB 4,5 aA 4,5 aA
30 6,7 bB 6,3 bA 5,5bA
60 7,5 beC 6,6 cB 5,5bA
90 7,6 cC 6,7 cB 5,6 bA
120 7,8 dC 7,2 cdB 5,4 bA
150 8,1 eB 7,8 dB 5,6 bA
180 9 fC 8,5¢B 5,3 bA
CV (%): 4,9

Unidades formadoras de colénias (x 10°)
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0 0,0 aB 5,1 aA 5,1 aA

30 0,0 aB 4,8 aA 4,6 aA
60 0,0 aB 4,8 aA 4,5 aA
90 0,0 aB 4,6 aA 4,6 aA
120 0,0 aB 4,9 aA 4,8 aA
150 0,0 aB 5,0 aA 5,0 aA
180 0,0 aB 5,0 aA 4,9 aA
CV (%): 12,4
Halo de solubilizacido (mm)
0 0,0 aB 36,4 bB 36,4 bB
30 0,0 aB 38,7 aB 38,1 aB
60 0,0 aB 38,5 aB 38,9 aB
90 0,0 aB 38,4 aB 38,2 aB
120 0,0 aB 36,6 bB 37,4 abB
150 0,0 aB 38,3 aB 38,3 aB
180 0,0 aB 38,5aB 38,7 aB
CV (%): 4,7
Halo de crescimento do fungo (mm)
0 0,0 aB 57,6 abA 57,6 abA
30 0,0 aB 56,8 bA 57,6 abA
60 0,0 aB 57,5 abA 58,4 aA
90 0,0 aB 59,0 aA 58,4 aA
120 0,0 aB 56,4 bA 56,1 bA
150 0,0 aB 57,6 abA 57,1 abA
180 0,0 aB 58,7 aA 58,4 aA
CV (%): 3.3
Solubilizacio em meio liquido (%)
0 0,4 aB 30,6 eA 30,6 dA
30 0,6 aB 47,2 bcA 47,9 bA
60 0,6 aB 45,2 cA 46 bcA
90 0,7 aC 51,7 abA 42,1 cB
120 0,7 aB 45,3 cA 42,6 cA
150 0,7 aB 53,3 aA 53,8 aA
180 0,5 aC 39,3 dB 44,4 bcA
CV (%): 13,0

M¢édias seguidas de mesma letra minuscula comparando tempo e maitscula comparando temperatura de
armazenamento nao diferem entre si pelo teste T (LSD) a 5% de probabilidade.

Os dados indicam que durante 6 meses de armazenamento, apesar do acréscimo da
umidade ao longo do tempo, os microrganismos continuam viaveis para a formacao de
colonias. Além disso, o biofertilizante ndo perdeu caracteristicas importantes como o
crescimento e a solubilizagdo de P, identificado tanto em meio s6lido como em meio liquido.

Portanto, o biofertilizante a base de A. niger pode ser armazenado durante o periodo de 6
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meses em temperatura ambiente sem perder a viabilidade e a capacidade de solubilizacao de

P.

3.2 Compatibilidade com fertilizantes

Na tabela 2 encontra-se a taxa de crescimento obtida através do valor de inclinagao
gerada a partir dos modelos de regressao linear relacionando o diametro da colonia e o tempo
de cultivo. Todos os tratamentos contendo fertilizante, com exce¢do da ureia, estimularam
crescimento do fungo em meio sélido em comparagdo ao controle. O tratamento que mais
estimulou foi na presenga de KCl e Organomineral, com valores respectivos de 17,5 e 18,0
mm dia!. O crescimento na presenca de ureia foi semelhante ao controle. Quanto ao didmetro
da colonia com 5 dias de crescimento, a presenca de organomineral proporcionou atingir
diametro de 83 mm. O menor valor de diametro de coldnia ocorreu para a formulagido sem a
presenga de fertilizante, com valor de 74 mm.

Os resultados obtidos nessa pesquisa indicam que existe nao apenas compatibilidade
da formulacdo granular contendo o fungo A. niger com os respectivos fertilizantes, mas
também garante um maior crescimento da colonia com a presenga destes. Vergara e
colaboradores (2018) avaliaram o efeito de fontes organicas de nutrientes no crescimento de
fungos dark septate. Segundo os autores, a presenca dos nutrientes proporcionou maior
desenvolvimento dos fungos avaliados. Esse resultado corrobora com os dados da presente
pesquisa, indicando compatibilidade e maior taxa de crescimento de A. niger na presenga de

nutrientes dos fertilizantes.

TABELA 2. Taxa de crescimento e diametro da colonia para a formulagdo com diferentes
fertilizantes

Tratamento Taxa de crescimento (mm dia™) Tamanho da colonia (mm)

Controle 15.5d 74,0 ¢
Ureia 16,3 cd 76,6 bc
Cloreto de Potassio 17,5 ab 80,0 ab

Superfosfato simples 16,9 be 78,6 abc
Superfostato triplo 17,2 abc 80,7 ab
Organomineral 18,0 a 83,0a

CV (%): 4,08 3,9

Meédias seguidas de mesma letra mintiscula ndo diferem pelo teste LSD (p < 0,05).
Foi realizado o teste de compatibilidade com os fertilizantes para porcentagem de

solubilizacdo de P (Tabela 3). O pH em todos os tratamentos contendo fertilizante ficou
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proximo de 3,4, exceto para a ureia, cujo valor foi de 7,6. O tratamento que atingiu maior
valor de solubilizagdo foi encontrado na formulagdo com organomineral, liberando 27,1% do
P contido na RF. Vale ressaltar que nesse fertilizante, além do nutriente P ha também a
presenca de material organico. Em um estudo com bactérias solubilizadoras de P, Kaleem
Abbasi e Manzoor (2018) avaliaram a eficiéncia de solubilizagdo do nutriente presente na
rocha fosfatica em associacdo com esterco de aves. Segundo os autores, a associagdo
favoreceu a solubilizagdo e disponibilizagdo do nutriente no solo. Esses resultados sugerem
que fontes contendo matéria organica podem ser promissoras em conjunto com
microrganismos solubilizadores de P. Além disso, como foi visualizado no experimento
anterior, a associagdo com organomineral garantiu maior crescimento do fungo, o que pode
ter contribuido para a solubilizagao.

O menor valor de solubiliza¢do foi encontrado em associagdo com a ureia, cujo valor
foi de 0,2% (Tabela 3). Na disponibilizagdo do nutriente N pela ureia ocorre uma reacao
alcalinizante devido a acdo da urease, o que deve ter provocado o acréscimo de pH da solugdo
para 7,2. Esse fato deve ter contribuido para um efeito inibitério sobre a solubilizagdo de P
pelo A. niger, uma vez que a acidificacdo ¢ o principal mecanismo envolvido na solubiliza¢do

de fosfato (MENDES et al., 2014; ROBINSON; SYERS; BOLAN, 1992).

TABELA 3. pH e porcentagem de solubilizagdo de P para a formulagdo com diferentes
fertilizantes

Tratamento pH Solubilizacio (%)

Controle 34 51c

Ureia 7,6 0,2d

Cloreto de potassio 3.4 75b

Superfosfato simples 3,4 59c¢c

Superfostato triplo 33 6,2 ¢

Organomineral 3.4 27.1a
CV (%) 9.3

Médias seguidas de mesma letra minuscula nao diferem entre si pelo teste T (LSD) a 5% de probabilidade.

Os dados indicam compatibilidade da formulagdo contendo o fungo A4. niger com
todos os fertilizantes, exceto para ureia. Os fertilizantes cloreto de potassio e o organomineral,
além de compativeis, contribuiram para uma maior solubilizagio de P. Portanto, o
biofertilizante granular a base de A. niger pode ser aplicado em conjunto com os respectivos

fertilizantes.
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4 CONCLUSAO

Nao foi observado decréscimo de porcentagem de coldnias por granulos, unidades
formadoras de coldnias, halo de solubilizagdo e crescimento do fungo em meio solido e
solubilizagdo em meio liquido durante o periodo de tempo de prateleira para armazenamento
em temperatura ambiente e geladeira. A formulacdo pode ser armazenada em temperatura
ambiente ou geladeira pelo periodo minimo de 6 meses.

O biofertilizante granular se mostra compativel para crescimento do fungo com os
fertilizantes ureia, cloreto de potassio, superfosfato simples, superfosfato triplo e
organomineral. Para a compatibilidade de solubilizagdo, todos os fertilizantes foram
compativeis, exceto a ureia. Cloreto de potassio e o organomineral contribuiram para maior

porcentagem de solubilizacao.
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CAPITULO 3

Producao de alface inoculada com Aspergillus niger sob diferentes doses de fosforo

RESUMO

Microrganismos sdo capazes de solubilizar compostos de fosfato inorganico de baixa solubilidade,
demonstrando potencial de disponibilizar o P para as plantas no solo. Portanto, esse trabalho objetivou
avaliar o desenvolvimento de alface a campo submetida a diferentes formas de inoculagdo do fungo
Aspergillus niger em diferentes doses de P. O experimento foi montado em esquema fatorial 6x3,
sendo seis formas de inoculacdo do fungo A. niger (sem inoculacdo, suspensdao de conidios no
tratamento de sementes (TS), granular 4 x 10% € 4 x 10° conidios grama™ no transplantio e suspensdo
de conidios de 4 x 10? € 4 x 10° conidios mL™! no transplantio) versus trés doses de P (0, 50 e 100%).
A inoculagdo por TS foi a melhor forma de inoculacdo em diferentes doses de P para a promocao de
crescimento. Na dose de 100%, os diferentes métodos de inoculagdo contribuiram para valores
superiores nos parametros de didmetro da planta, indice SPAD, peso fresco e quantidade de folhas.
Nao se verificou diferenca entre as doses de 50 e 100% de P, o que indica que a dose de 50% foi
suficiente para repor o nutriente no solo e contribuir para o desenvolvimento da alface. O modelo de
predicdo baseado em analise de imagens aéreas garantiu valor de 0,45 a 0,76 de coeficiente de
determinacdo para os parametros avaliados.

PALAVRAS-CHAVE: Adubacgio, promog¢ao de crescimento, solubilizacio.
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1 INTRODUCAO

Calcula-se que a populacao mundial alcance a marca de 9,7 bilhdes de pessoas no ano
de 2050, culminando numa maior demanda de alimentos (CEASAR, 2018). O aumento da
producdo de alimentos de forma sustentavel requer aumento da produtividade (CEASAR,
2018). Sendo uma das hortaligas mais consumidas no mundo e no Brasil, a alface possui
grande importancia socioecondomica (FILGUEIRA, 2013). Essa cultura originou-se de uma
espécie silvestre, encontrada em regides de climas temperados, no sul da Europa e na Asia
Ocidental (FILGUEIRA, 2008). Dentre os fatores que prejudicam o crescimento € o
desenvolvimento da alface, as baixas quantidades disponiveis do nutriente fosforo (P)
representam um fator limitante, reduzindo a fotossintese das plantas cultivadas (BROGGTI et
al., 2011).

A baixa disponibilidade de P ¢ relatada em grande parte dos solos (NIU et al., 2013).
A absorcdo e utilizagdo desse nutriente pelas plantas tem papel fundamental no rendimento
final de producdo das culturas (FILIPPELLI, 2008; SHEN et al., 2011). Visto a importancia
do P e a sua deficiéncia na maior parte dos solos, faz-se necessaria a utilizagao da adubacgao
fosfatada com o objetivo de suprir a demanda das plantas (SINGH; SATYANARAYANA,
2011). Em contrapartida, existe uma preocupagdo em longo prazo, pois, as reservas de
minério fosfatado de alta qualidade s3o limitadas (LYNCH, 2011; WELLMER; SCHOLZ,
2015). A aplicacao de adubagdo fosfatada em solos tropicais intemperizados possui valor
baixo de eficiéncia de uso devido a alta capacidade de fixagdo do nutriente e capacidade de se
ligar quase irreversivelmente nas superficies de 6xidos de Fe e Al (PAVINATO et al., 2020).
Os microrganismos possuem a habilidade de reverter tal processo, disponibilizando o
nutriente para as plantas (NASCIMENTO et al., 2021).

Bactérias e fungos possuem a capacidade de solubilizar compostos de fosfato
inorganico, demonstrando potencial de disponibilizar o P para as plantas no solo. Os fungos
possuem maior capacidade de liberar P quando comparados as bactérias, com destaque para o
género Aspergillus (ALAM, 2000; MENDES et al.,, 2014; SHARMA et al., 2013).
Aspergillus niger ¢ um fungo que tem a capacidade de solubilizar P através da produgdo de
acidos organicos tais como acido citrico, gliconico, malico, oxalico e tartdrico (SCHRICKX
et al., 1995; ANJUM et al., 2010; BAHALOO-HOREH; MOUSAVI, 2017). A aplicacao dos
microrganismos em sementes, superficies vegetais ou no solo ocorre por meio de
formulac¢des (VESSEY, 2003; BRAHMAPRAKASH; SAHU, 2012; MALUSA; VASSILEV,
2014). Os biofertilizantes podem possuir formulacao tanto liquida quanto so6lida (QIU et al.,
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2019; (SIDDIQUI, 2006). As formulacdes liquidas sdo baseadas em oOleos minerais ou
organicos, suspensodes a base de 6leo ou de polimeros, enquanto que as solidas sdo aquelas na
forma de po, seco ou imido, granulo e capsula (MALUSA; SAS-PASZT; CIESIELSKA,
2012); (HERRMANN; LESUEUR, 2013). Além disso, devido a proibicdo de insumos
sintéticos para a produgcdo organica, fomentar pesquisas que contribuam para o
desenvolvimento de produtos com base biologica pode ser alternativa viavel para esse tipo de
pratica de producao (PYLAK; OSZUST; FRAC, 2019). Diante disso, esse trabalho teve
como objetivo avaliar o desenvolvimento de alface a campo submetida a diferentes formas de

inoculacdo do fungo 4. niger em diferentes doses de P.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local do experimento

O experimento foi conduzido na Estacdo Experimental de Hortalicas da Universidade
Federal de Uberlandia, situada em Monte Carmelo, Minas Gerais, Brasil (18°42°43,19” S,
47°29'55,8” O e altitude 873 m) (Figura 1). O periodo da realizacdo se estendeu de abril a
julho de 2021. O clima dessa regido ¢é caracterizado segundo K&ppen como Aw-tropical,

verdo quente e umido e inverno frio e seco.
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FIGURA 1. Localizagdo do experimento e distribui¢do dos tratamentos em campo. A — Mapa
da Regido de Monte Carmelo — MG e Estacdo Experimental de Hortalicas; B — Distribui¢ao
dos tratamentos em campo; 1: NI-0; 2: NI-50; 3: NI-100; 4: TS-0; 5: TS-50; 6: TS-100; 7:
GR2-0; 8: GR2-50; 9: GR2-100; 10: GR6-0; 11: GR6-50; 12: GR6-100; 13: SC2-0; 14: SC2-
50; 15: SC2-100; 16: SC6-0; 17: SC6-50; 18: SC6-100. NI — Nao inoculado; TS — Tratamento
de sementes; GR2 — Granular 10? conidios grama™'; GR6 — Granular 10° conidios grama™;
SC2 — Suspensio de conidios 10 conidios mL"'; SC6 — Suspensio de conidios 10° conidios
mL'; 0, 50 e 100 - % de P.

Logo em seguida ¢ ilustrado um fluxograma que detalha a metodologia realizada nesse

presente estudo (Figura 2).
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FIGURA 2. Fluxograma detalhado da metodologia empregada.

2.2 Producao dos inoculantes com o fungo Aspergillus niger

O microrganismo solubilizador de fosforo 4. niger FS1 foi obtido previamente em
solo na regido de Vicosa — MG (MENDES et al., 2014). Inicialmente foram produzidos
conidios em placas de Petri contendo o meio de cultura batata dextrose agar (BDA, Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) incubadas em camara BOD a 30 °C durante o periodo de 10
dias. Os conidios foram coletados em solu¢do aquosa com Tween 80 a 0,01 % (v/v). Essa
solugdo foi filtrada por meio de bomba a vacuo e de uma membrana com poros de 0,45 um e
o filtro com os conidios foi seco em dessecador com silica gel a temperatura ambiente (25 °C)
durante o periodo de 24 h. Em seguida, os conidios secos foram coletados e armazenados em
tubos eppendorf a temperatura ambiente (ARAUJO et al., 2020). A massa de conidios secos
continha 4,5 x 107 conidios mg™!, conforme contagem em cimara de Neubauer.

Para a formulacao granular, foi feita a mistura de conidios secos em 26,5 g de farinha
de trigo, 3,8 g de amido de milho, 2,25 g de agucar e 15 mL de 4gua deionizada (ARAUJO et
al., 2020). As quantidades de conidios secos adicionados a mistura foram 0,013 e 128,02 mg
para produzirem concentragdes de 10? e 10° conidios por granulo, respectivamente. A massa
foi aberta em maquina de macarrdo e extrusada em filamentos de aproximadamente 2 mm de
diametro. Em seguida, foram cortados os granulos em 2 mm de comprimento e secos em
estufa de circulagdo forcada de ar a 50 °C durante 48 horas até atingirem umidade resultante

de 3% (ARAUIJO et al., 2020). A massa média de cada granulo foi de 22,6 mg. O tratamento
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de sementes com suspensdo de conidios foi realizado nas concentracdes de 4 x 102 conidios
célula! de bandeja de poliestireno com 128 células (40 cm? de substrato por célula), sendo o
veiculo de aplicacdo do fungo a agua estéril. A quantidade de suspensdo utilizada no
tratamento foi de 0,69 mL na concentracdo de 0,005 mg de conidios mL™'. O tratamento das
mudas no transplantio foi realizado com suspensdes de conidios preparadas em agua estéril. A
quantidade de suspensdo aplicada em cada muda foi de 3 mL nas concentragdes de 0,002 e

29,61 mg conidios L™! para as concentra¢des de 10 e 10° conidios por muda, respectivamente.

2.3 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, em esquema
fatorial (6 x 3), sendo o primeiro fator constituido de seis formas de inoculag¢ao, nao inoculado
(NI); inoculacdo liquida por meio de tratamento de sementes (TS); inoculagdo da muda no
solo no momento do transplantio (48 dias apds semeadura) com formulagdo granular nas
concentracdes de 10? (GR2) e 10° (GR6) conidios de A. niger FS1 e suspensio de conidios
nas concentragdes de 102 (SC2) e 10 (SC6) conidios de A. niger FS1 por cédula de bandeja
(Tabela 1). O segundo fator constituido por trés doses de fosforo (0, 50 e 100% da dose de
P05 recomendada para a cultura, onde 50% refere-se a quantidade de 150 kg ha™! de P2Os e
100% de 300 kg ha! de P»Os). Foram utilizadas 4 repeti¢des, totalizando 18 tratamentos e 72
parcelas. Cada parcela foi composta por 16 plantas, sendo considerada para avaliacdo as

quatro plantas centrais.

TABELA 1. Descrigao dos tratamentos

Descricao™ Inoculagao** Dose P (%)***
NI-0 Nao inoculado 0
NI-50 Nao inoculado 50
NI-100 Nao inoculado 100
TS-0 Tratamento de sementes 102 conidios planta’! 0
TS-50 Tratamento de sementes 102 conidios planta™ 50
TS-100 Tratamento de sementes 102 conidios planta™! 100
GR2-0 Granular 107 conidios planta! no transplantio 0
GR2-50 Granular 102 conidios planta™ no transplantio 50
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GR2-100 Granular 10? conidios planta™ no transplantio 100

GR6-0 Granular 10° conidios planta! no transplantio 0
GR6-50 Granular 10° conidios planta! no transplantio 50
GR6-100 Granular 10° conidios planta™! no transplantio 100
SC2-0 Suspensdo 10? conidios planta™ no transplantio 0
SC2-50 Suspensdo 10% conidios planta™ no transplantio 50
SC2-100 Suspensdo 10% conidios planta™ no transplantio 100
SC6-0 Suspensdo 10° conidios planta™ no transplantio 0
SC6-50 Suspensdo 10° conidios planta™ no transplantio 50
SC6-100 Suspensdo 10° conidios planta™! no transplantio 100

*TS: tratamento de sementes com suspensdo de conidios; GR: granular; SC: suspensdo de conidios; ** 102 ¢
10% 4 x 102 e 4 x 10° conidios por planta, respectivamente; ***50%: 150 kg ha™! de P,Os; 100%: 300 kg ha™! de
P,05.

O semeio foi realizado no dia 19 de abril de 2021 em bandejas de poliestireno com
128 células (40 cm?® célula!), preenchidas com substrato comercial a base de fibra de coco
(Technes, Sdo Paulo, SP, Brasil) com pH de 5,6, umidade em 48%, densidade de 260 kg m?,
0,8% de fertilizantes e 0,2% de corretivo. O tratamento de sementes por meio da inoculagao
com a suspensdo de conidios foi realizado 2 h antes da semeadura com as sementes cobertas
com suspensdo de conidios para atingir a quantidade de conidios de 10 por semente via
pipetagem e homogeneizadas manualmente, mantendo-as Umidas até o momento da
semeadura. As sementes utilizadas foram do genotipo UFU-197#2#1#1, provenientes do
Programa de Melhoramento Genético de Alface Biofortificada da UFU. Foram semeadas
sementes inoculadas e ndo inoculadas na quantidade de 2 por célula. A quantidade de 10
sementes inoculadas foram plaqueadas em meio de cultura contendo BDA ¢ levadas para
BOD a 30 + 1 °C durante o periodo de 10 dias para verificar a eficiéncia da inoculagdo com
formac¢ao de colonias de A. niger. As mudas foram produzidas em casa de vegetagdo do tipo
arco (7 x 21 m), com pé direito de 4 metros, coberta com filme de polietileno transparente de
150 micras aditivado contra raios ultravioleta e cortinas laterais de tela branca anti-afideo.
Ap6s 10 dias do semeio, foi realizado o desbaste das mudas, permanecendo apenas uma em
cada célula. Semanalmente, as mudas foram submetidas a fertirrigagdes com 13,4 mL célula™!
de solu¢do contendo (quantidade total por célula) 5,02 ug N; 5,02 ug P»Os; 6,69 ng K>O; 0,83
ng Mg; 0,083 ng Zn; 0,025 pg B; 0,0083 ug Fe; 0,083 ug Mn; 0,92 ng S. As bandejas foram
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dispostas em bancadas de 70 cm de altura. A irrigagdo foi realizada diariamente de acordo
com a necessidade das plantas.

Antes do transplantio, foi realizada amostragem do solo na camada de 0-20 cm de
profundidade para avaliagdo fisica e quimica. Os resultados foram os seguintes: textura muito
argilosa (areia 25,5%; silte 10%; argila 64,5%), pH em CaCl> = 4,5, P (Mehlich) = 23,8 mg
dm?, K = 0,29 cmolc dm™, Ca = 1,76 cmolc dm™, Mg = 0,33 cmolc dm™, H + Al = 2,9 cmolc
dm™, SB = 2,38 cmolc dm™, T = 5,28 cmolc dm™, V% =45, m% =10 e M. O. = 1,2 dag kg™
A interpretagdo e corre¢do da fertilidade e acidez foram realizados segundo as
Recomendagdes para o uso de corretivos e fertilizantes em Minas Gerais (RIBEIRO;
GUIMARAES; 1999). Para suprimento do nutriente fosforo, utilizou-se como fonte o
Superfosfato triplo com concentracdo de 43,45% de P,0s. Para o transplantio, adotou-se o
espagamento de 0,25 x 0,25 m entre plantas, 0,5 m entre canteiros ¢ 0,5 m entre parcelas. Nos
tratamentos inoculados com formulagdo granular, foi adicionado, no momento do
transplantio, um granulo por planta em contato direto com a raiz. O tratamento das mudas
com suspensdo de conidios foi realizado nas bandejas 30 minutos antes do transplantio,
adicionando-se 3 mL por célula da suspensdo preparada. Os tratos culturais foram
semelhantes para todos os tratamentos, a irrigacdo foi realizada diariamente conforme a

necessidade das plantas.

2.4 Fenotipagem por imagem e avaliacio agronémica no campo

Foi realizado um voo para obtencao de imagens aéreas aos 33 dias apds o transplantio.
Os parametros utilizados no voo foram: altura de 20 metros, sobreposi¢dao longitudinal e
sobreposicdo lateral de 80%, dire¢do em -93° e velocidade de 3 m s™.. O voo foi realizado de
maneira automatica utilizando os softwares DJI Go e DroneDeploy. A aeronave utilizada foi o
Drone Phantom 4 Pro com a cdmeras RGB compreendendo as regides do vermelho, verde e
azul. As imagens obtidas foram processadas no software Pix4Dmapper para geracdo da
ortoimagem.

Aos 5, 12, 19, 26 e 33 dias ap0s o transplantio, foram determinados o didmetro das 4
plantas centrais de cada parcela. Além disso, aos 33 dias, foi determinado o indice SPAD /
carotenoide (CASSETARI et al., 2015) por meio da média do indice das quatro plantas
centrais de cada parcela. A leitura foi realizada por meio de equipamento medidor de clorofila
(Minolta SPAD-502CFL1030) em triplicado, em ambas as laminas laterais opostas € uma

folha intermediaria de cada planta. Aos 34 dias apos o transplantio, foram colhidas as plantas
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e determinado o peso fresco total da parte aérea, diametro de haste e a quantidade de folhas

comerciais (maiores que 5 cm de comprimento).

2.5 Analises estatisticas

As andlises estatisticas dos pardmetros agrondmicos foram realizadas com o software
Sisvar (FERREIRA, 2008). Os resultados foram submetidos 8 ANAVA, teste F e comparou-
se as médias pelo teste t (LSD) a nivel de 5% de probabilidade. A dissimilaridade entre os
tratamentos foi representada por meio de dendrograma. Este foi obtido pelo método
hierarquico e pela ligagdo média entre grupos nao ponderados (UPGMA) a partir da distancia
euclidiana como medida de dissimilaridade. O coeficiente de correlagdo cofenética (CCC) foi
gerado para validar os agrupamentos, calculado pelo teste de Mantel (1967) no software
Genes. Foi determinada a contribuigdo relativa de cada varidvel para a dissimilaridade entre
os agrupamentos por meio do método de Singh (SINGH, 1981). Estes dados foram gerados a
partir do software computacional em genética e estatistica Genes (versdao 2021.146). Foram
geradas regressoes lineares para o didmetro da alface em diferentes datas de avalicdes em
diferentes formas de inoculagdo e doses de P. Em seguida foi determinado a taxa de
crescimento pelo valor de inclinacdo das regressoes lineares. Com o parametro de maior
contribuicdo relativa, foi construida uma figura de variabilidade espacial por meio da

ferramenta IDW utilizando o software Qgis 3.10.10.

2.6 Processamento de imagem

A ortoimagem foi processada utilizando o software R (versdo 4.1.1) e o pacote R
FieldlmageR (MATIAS; CARAZA-HARTER; ENDELMAN, 2020). Através deste pacote,
foi gerado o histograma do indice de vegetagdo HUE que foi utilizado para a geragdo de uma
camada de méscara e segmentacao da vegetacao representada pela alface com valor de corte
de 1,5 (Tabela 2). O objetivo da segmentagdo € retirar o solo (fundo da imagem) para estudar
com precisdo o comportamento da vegetacdo. Apds a segmentacdo foram gerados os

histogramas dos indices de vegetagdo relacionados as bandas do RGB.
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TABELA 2. Indices de vegetacio e suas respectivas equagdes.

Indice Equagao/Método Referéncia
atan(2*(B-G- (ESCADAFAL; BELGHITH;
Overall Hue Index (HUE) R)/30.5*(G-R)) BEM., 1994)
Normalized Green Red Difference
Index (NGRDI) (G-R)(GtR) (TUCKER, 1979)
(LOUHAICHI; BORMAN;
Green Leaf Index (GLI) (2G-R-B)/(2G+R+B) JOHNSON, 2001)
Soil Color Index (SCI) (R-G)/(R+G) (MATHIEU et al., 1998)
Brightness Index (BI) V(R#+G>+B2)/3) (RICHARDSI(SE;)WIEGAND’
Visible Atmospherically Resistant
Index (VARD (G-R)/(G+R-B) (GITELSON et al., 2002)
Excess Green Index (ExG) 2G-R-B (WOEBBECKE et al., 1995)
Red Green Blue Vegetation Index « x
(RGVBI) (G-(B*R))/G2H(B*R) (BENDIG et al., 2015)

Com os dados de parametros agrondmicos relacionados ao crescimento e indices de
vegetacao, foi gerada uma matriz de correlagdo de Pearson ao nivel de 5% de probabilidade.
A matriz foi construida a partir do programa R e o pacote estatistico R Hmisc (HARRELL JR;
DUPONT, 2021). Com os dados de indices de vegetagdo que mais se correlacionaram com 0s
parametros agronomicos, foram gerados modelos de predi¢do a partir do software Waikato

Environment for Knowledge Analysis — WEKA, versdo 3.9.5.

3 RESULTADOS

Durante o periodo de conducdo do experimento, desde a semeadura até a colheita,
observou-se temperaturas médias diarias de 21,1 °C, com valor médio minimo de 14,9 e
maximo de 27,3 °C (Figura 3). A umidade relativa do ar obteve média de 65,6%, com valor

médio minimo de 44,9 e valor maximo de 86,4% (SISMET, 2021).
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FIGURA 3. Temperatura (T), umidade relativa do ar mdxima e minima (UR) e precipitagdo
(P) diérias durante a condugdo do experimento.

Foi encontrada diferenca estatistica (teste F, p < 0,05) entre os tratamentos com e sem
inoculacdo nos parametros analisados (Tabela 1). A inoculacdo de fungo Aspergillus niger
promoveu o crescimento e desenvolvimento da alface na dose de 100% de P. Observou-se
que a forma de inoculagdo por tratamento de sementes promoveu ganhos em relacdo a nio
inoculacdo nos diferentes parametros ¢ doses de P avaliadas, exceto para indice SPAD na
auséncia de P e para diametro da haste na auséncia e na dose de 100% de P (Tabela 1). A
inoculacdo por tratamento de sementes na dose de 100% de P contribuiu para ganhos de 9,3,
32,9 e 10,7% nos parametros de didmetro de planta, peso fresco da parte aérea e quantidade
de folhas comerciais. De maneira geral, nota-se que a inocula¢do por granulo 10° conidios
grama™' atingiu valores inferiores aos demais tratamentos e a ndo inoculagdo, exceto para a
dose de maxima de P.

Para a dose de 100% de P em todos os parametros, exceto didmetro da haste, observa-
se maiores ganhos para todas as formas de inoculagdo em relagdo a ndo inoculagdo, indicando
que além do efeito de solubilizagdo de P, existem outras fun¢des desempenhadas pelos
microrganismos capazes de promover o crescimento da alface em campo, como a produgdo de
fitohormonios (Tabela 3). Em média para os parametros analisados na dose de 100% de P, a
inoculacdo promoveu ganhos em 14,2, 6,1, 5,6, 8,3, 11,7% para a formas de inoculagdo por
TS, GR2, GR6, SC2 e SC6 respectivamente. Quanto a dose de P, houve menores valores de
parametros avaliados para a auséncia de P e sem diferenca significativa entre as doses 50 e
100%, indicando que 50% foi suficiente para atingir os valores superiores. Apenas a
inoculagdo por suspensdo de conidios 10° conidios mL! diferiu significativamente entre todas
as doses de P nos parametros avaliados, exceto para indice SPAD que nao diferiu entre a dose

de 50 e 100%.
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TABELA 3. Diametro da alface (mm), indice SPAD, diametro da haste (mm), peso fresco da
parte aérea e quantidade de folhas sob diferentes formas de inoculagdo e doses de P05

Diametro alface (mm)

< % Dose de P20s (%)
Inoculagao 0 50 100
NI 189,1 abB 230,3 abA 234,7 cA
TS 195,0 aB 2474 aA 256,6 aA
GR2 184,4 abB 241,9 aA 237,5 bcA
GR6 173,2 bB 235,3 abA 243,8 abcA
SC2 190,8 abB 2347 abA 249.,4 abcA
SC6 186,3 abC 221,9bB 253,6 abA
CV (%) 5,62
Indice SPAD
NI 26,4 aB 28,2 bA 28,9 bA
TS 26,5 aB 29,8 aA 30,4 aA
GR2 26,4 aB 30,1 aA 30,2 aA
GR6 25,8 aB 29,9 aA 29,9 abA
SC2 26,1 aB 30,0 aA 29,8 abA
SC6 26,2 aB 29,7 aA 30,0 abA
CV (%) 2.91
Didmetro da haste (mm)
NI 14,9 aB 17,8 cA 19,4 aA
TS 16,3 aB 19,8 abcA 21,9 aA
GR2 15,7 aB 18,7 abcA 20,3 aA
GR6 15,0 aB 21,2 aA 20,4 aA
SC2 14,8 aB 20,5 abA 20,1 aA
SC6 16,7 aB 18,1 bcB 21,6 aA
CV (%) 10,2
Peso fresco da parte aérea (gr)
NI 50,9 abB 101,2 abA 105,2 cA
TS 61,2 aB 117,8 aA 139,8 aA
GR2 50,1 abB 106,6 abA 118,2 abcA
GR6 36,0 bB 108,7 abA 111,8 bcA
SC2 54,0 abB 105,4 bA 124,1 abcA
SCé6 52,6 abC 91,1 abB 129,1 abA
CV (%) 16,8
Quantidade de folhas (un)
NI 18,6 abB 21,7 aA 21,4 bA
TS 19,8 aB 23,1 aA 23,7 aA
GR2 17,4 bB 22,7 aA 23,1 abA
GR6 15,1 cB 22,1 aA 23,4 abA
SC2 19,3 abB 22,8 aA 23,7 aA
SC6 19,7 aC 21,9bB 24,1 aA
CV (%) 6,92

*NI — Néo inoculado; TS — Tratamento de sementes; GR — Granular; SC — Suspensdo de conidios. Médias
seguidas de mesma letra mintscula comparando inoculagdo e maitiscula comparando doses de fosforo ndo
diferem entre si pelo teste t (LSD) a 5% de probabilidade.
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Para a andlise de agrupamento, foram obtidos 6 grupos distintos (Figura 3) ao nivel de
10% de dissimilaridade, onde ocorre a mudanga abrupta dos tratamentos (CRUZ; REGAZZI,
CARNEIRO, 2012). O coeficiente de correlacdo cofenética obteve o valor de 87,21% (CRUZ;
REGAZZI; CARNEIRO, 2012), sendo significativo ao teste t (p < 0,01). Desta forma, pode-
se afirmar que reproduziram de maneira satisfatoria as informagdes contidas na matriz e
consequentemente na formacao dos grupos. Verifica-se que os tratamentos sem adi¢do de P
foram agrupados nos grupos I e II. Os tratamentos ndo inoculados com as doses de 50 ¢ 100%
de P foram agrupados no grupo III, indicativo de dissimilaridade entre os demais tratamentos

com as mesmas doses de P (Figura 3).
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FIGURA 3. Dendrograma comparando formas de inoculagao (T: testemunha, TS: tratamento
de sementes, GR2: granular 102, GR6: granular 10°, SC2: suspensido de conidios 102, SC6:
suspensdo de conidios 10°) e doses de fosforo (0, 50 e 100% de P da recomendagio para a
cultura), obtido pelo método de agrupamento ligacdo média entre grupo — UPGMA.

Em relacdo a contribuicdo relativa de caracteres, verificou-se que o pardmetro que

mais contribuiu foi o indice SPAD (42,2%), atributo relacionado a quantidade de clorofila e

39



carotenoides seguido do diametro da alface (18,76%). O pardmetro que menos contribuiu foi
o diametro da haste, atingindo o valor de 8,5% de contribuigao.

Em relacdo a taxa de crescimento, foi verificado que nao houve diferenca estatistica
entre as formas de inoculacdo nas diferentes doses do adubo fosfatado (Tabela 4). Nao se
verificou diferenga entre as doses de 50 e 100% de P, indicativo que a dose de 50% foi o
suficiente para o crescimento da alface, exceto para o tratamento com suspensdo de conidios

10 conidios mL™!, que diferiu entre todas as doses de P.

TABELA 4. Taxa de crescimento (mm d™') da alface indicado pelo valor de inclinagdo da
regressao linear em diferentes formas de inoculagdo e doses de P

< % Dose de P (%)
Inoculagao 0 50 100
NI 4,7 abB 6,3 abA 6,7 aA
TS 4,9 aB 6,7 aA 6,6 aA
GR2 4,6 abB 6,7 aA 7,1 aA
GR6 4,2 bB 6,5 aA 7,0 aA
SC2 4,7 abB 6,4 abA 6,8 aA
SC6 4.5 abC 5,9 bB 7,0 aA
CV (%) 7,09

*NI — Néo inoculado; TS — Tratamento de sementes; GR — Granular; SC — Suspensdo de conidios. Médias
seguidas de mesma letra mintscula comparando inoculagdo e maiuscula comparando doses de fosforo ndo
diferem entre si pelo teste T (LSD) a 5% de probabilidade.

A variavel resposta que mais contribuiu para a dissimilaridade entre os grupos foi o
indice SPAD, por isso foi construido uma figura para representar a variabilidade espacial
desse indice nas diferentes parcelas utilizando a ferramenta de interpolagcdo IDW no programa
Qgis (Figura 4). Verifica-se que os menores valores de indice SPAD se deram para as
diferentes formas de inoculagdo para a dose de 0% de P, mas principalmente o tratamento
testemunha e granular 10° conidios grama!(Figura 4) Valores superiores sio visiveis na figura

principalmente nas diferentes formas de inoculacdo nas doses de 50 e 100% de P.
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FIGURA 4. Variabilidade espacial do indice SPAD em diferentes parcelas por interpolacao
IDW. 1: NI-0; 2: NI-50; 3: NI-100; 4: TS-0; 5: TS-50; 6: TS-100; 7: GR2-0; 8: GR2-50; 9:
GR2-100; 10: GR6-0; 11: GR6-50; 12: GR6-100; 13: SC2-0; 14: SC2-50; 15: SC2-100; 16:
SC6-0; 17: SC6-50; 18: SC6-100. NI — Nao inoculado; TS — Tratamento de sementes; GR2 —
Granular 10% GR6 — Granular 10° SC2 — Suspensdo de conidios 10% SC6 — Suspensio de
conidios 10% 0, 50 ¢ 100 - % de P.

Para o processamento das imagens, inicialmente foi realizado a geragdo do histograma
do indice HUE (Figura 5). Esse indice contém dois extremos de valores na distribuicdo do
numero digital dos pixels. O primeiro extremo com valores inferiores, refere-se aos
relacionadas a vegetacdo e a planta, ja o segundo extremo com valores superiores contém
aqueles relacionados ao solo. Portanto, fazer o corte do extremo superior relacionado ao solo,
permite realizar a segmentagdo da imagem. Através do histograma (Figura 6) foi realizado o
corte com o valor de 1,50.

HUE

Frequéncia
1000000

0
/

Valor
FIGURA 5. Histograma do indice de vegetagdo HUE gerado pela imagem RGB.

Apoés realizado o corte e a segmentagdo da imagem RGB, foi possivel gerar
histogramas (Figura 6) nos diferentes tratamentos para as bandas do RED (vermelho),
GREEN (Verde), BLUE (Azul) e indices de vegetagdo como NGRDI = indice de diferenca

normalizada verde vermelho; GLI= indice de folha verde; SI = indice de saturacao de
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inclinagdo espectral; BI = indice de brilho; VARI = indice de resisténcia atmosférica visivel e

HI = indice de matiz de cores primarias.
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FIGURA 6. Histogramas para as bandas do RED (vermelho), GREEN (Verde), BLUE (Azul)
e indices de vegetacdo como NGRDI = indice de diferenga normalizada verde vermelho;
GLI= indice de folha verde; SI = indice de satura¢do de inclinacdo espectral; BI = indice de
brilho; VARI = indice de resisténcia atmosférica visivel ¢ HI = indice de matiz de cores
primarias.

Foram extraidos os valores dos indices de vegeta¢do de cada parcela de tratamento. A

figura 7 contém a matriz de correlacdo entre os pardmetros analisados com os indices de

vegetacao.
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FIGURA 7. Matriz de correlacio de Pearson para pardmetros biofisicos da planta, indice
SPAD e indice de vegetagdo. Correlagdes significativas pelo teste de Pearson a 5% de
probabilidade sdo exibidas em tons de azul (positivas) e vermelho (negativas). DP — Diametro
da planta; SPAD — Indice SPAD; DH — Diametro da haste; PF — Peso fresco da parte aérea;
QF — quantidade de folhas; NGRDI = indice de diferenca normalizada verde vermelho; GLI=
indice de folha verde; SI = indice de saturacdo de inclinac¢do espectral; BI = indice de brilho;
VARI = indice de resisténcia atmosférica visivel; ExG = excesso de indice verde e RGVBI =
indice de vegetacdo azul verde vermelho.

Os parametros de diametro da planta, indice SPAD, didmetro da haste, peso fresco da
parte aérea e quantidade de folhas tiveram diferentes intensidades de correlagio com os
indices de vegetacao ao nivel de 5% de probabilidade. O indice que obteve correlagdo positiva
e com valor superior foi o VARI - indice de resisténcia atmosférica visivel, indicando ser
promissor para a predi¢cao dos parametros avaliados em campo.

O indice VARI apresenta valor de correlagdo positiva variando de 0,36 até 0,47 para
os parametros de didmetro da planta, indice SPAD, didmetro da haste, peso fresco da parte
aérea e quantidade de folhas, respectivamente. Esse indice, assim como NGRDI, GLI, ExG e

RGVBI estao relacionados aos parametros dos vegetais, sobretudo a altos indices de clorofila,
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por isso as correlagdes positivas, enquanto os indices SI e BI se relacionam aos parametros do
solo.

Diante dos valores medianos de correlagdo de Pearson (COHEN, 1988) para o indice
de vegetacdo VARI com os parametros agronomicos relacionados a produgdo da alface, foram
gerados modelos de predicdo dos parametros a partir deste indice (Tabela 5). Através do
software WEKA e da técnica de predicao percentagem split, utilizou-se 90% dos dados para
treinamento e o restante para teste, gerando modelos de regressao linear para os parametros
avaliados. Os modelos também se ajustaram bem indicando o indice de vegetacdo VARI
como bom preditor para os parametros relacionados a produgdo de alface. Verifica-se que ¢
possivel predizer o pardmetro peso fresco da parte aérea com valor proximo de 75% de

confiabilidade, enquanto que o indice SPAD pode ser predito com valor proximo a 96%.

TABELA 5. Modelos de regressdo linear para predicdo de pardmetros agrondmicos
relacionados a producdo de alface gerados pelo indice de vegetacio VARI.

Parametro Equacgao RMSE NRMSE (%)
Diametro alface Y="704,4108*VARI + 126,2515 17,4 7.8
indice SPAD Y=34,8582*VARI + 23,8076 1,1 3,8
Diametro da haste Y="71,3722*VARI + 8,7601 1,6 8,7
Peso fresco parte aérea Y=2819,7168*VARI -19,6086 22,5 243
Quantidade de folhas Y=58,7697*VARI + 13,2721 1,9 9,1

RMSE = Raiz do Erro Quadratico Médio; NRMSE = Raiz do Erro Quadratico Médio Normalizado

4 DISCUSSAO

O fungo Aspergillus niger contribuiu para o crescimento de alface e por isso apresenta
potencial uso como inoculante. O modelo de predicdo gerado através do indice de vegetagao
VARI pode ser utilizado para estimar atributos relacionados a producao da alface. O
tratamento de sementes ¢ a alternativa mais viavel para o efeito de promog¢ao de crescimento
de alface em virtude da simplificacdo do processo de producdo, uso do inoculante e da
facilidade, mesmo para diferentes doses de P no campo. Para a utilizacdo do inoculante em
campo quando ndo for realizado o tratamento de sementes na produg¢do das mudas, a
alternativa mais viavel ¢ a utilizagdo da suspensdo de conidios com a menor dose de conidios
(102 conidios planta™) quando se for utilizar 100% de P.

De maneira geral, a inoculagdo do fungo por meio do tratamento de sementes
contribuiu para promover o crescimento das plantas de alface nas diferentes doses do

nutriente fosforo. Na dose de 100% de P, todas as formas de inoculagdo contribuiram para o
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crescimento. Nao houve diferenca entre as doses de 50 e 100% da necessidade de P,
indicando que a reposi¢do na quantidade de 50% foi suficiente. Através da analise de
agrupamento, ao nivel de 10% de dissimilaridade houve distin¢do de grupos sem aplicacao de
P. De acordo com os dados de contribuicdo relativa dos caracteres, a variavel que mais
contribuiu para a dissimilaridade entre os tratamentos foi o indice SPAD, este que ¢
correlacionado com a quantidade de pigmentos da folha como a clorofila e carotenoides. Os
dados para taxa de crescimento mostram que nas doses de 0 e 50% da necessidade de P,
apenas o tratamento de sementes foi superior a ndo inocula¢do e que na dose de 100% de P,
nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos.

A capacidade de solubilizagdo de P e promogdo de crescimento de mudas de cafeeiro
por este isolado de A. niger foram comprovadas em trabalhos anteriores (ARAUJO et al.,
2020; MENDES et al., 2014, 2017). Estes resultados corroboram com os dados dessa
pesquisa pela maior promogdo de crescimento de alface nos tratamentos onde ndo houve
deficiéncia de P, indicando que mecanismos como a produ¢do de fitohormonios (BILKAY;
KARAKOC; AKSOZ, 2010; LUBNA et al., 2018; PATTAEVA; RASULOV, 2015) além da
solubilizacdo de P estdo presentes em A. niger, conforme demonstrado por Aratjo e
colaboradores (ARAUJO et al., 2020). Dessa forma, o fungo A. niger pode funcionar como
um biofertilizante multifuncional (VASSILEV et al., 2015), pois além da capacidade de
solubilizagdo de P, possui caracteristicas de promogao de crescimento.

Outros trabalhos comprovam o uso promissor de microrganismos na promog¢ao de
crescimento da alface, como a combinacdo de Pseudomonas sp. e Trichoderma aureoviride
(MARTINS FILHO et al, 2019). Nesse trabalho, os autores observaram que esses
microrganismos, através da producdo de enzimas como peroxidase e polifenol oxidase,
contribuiram no acréscimo de altura de plantas, dossel, matéria seca, numero de folhas e
clorofila, corroborando com os dados dessa pesquisa. O efeito promotor de crescimento em
alface pode também ser observado pelo fungo Trichoderma asperellum, que pode liberar
compostos organicos volateis como dacido fosfonoacético, cicloheptano e 2.4-
diidroxibenzaldeido, capazes de melhorar o crescimento de alface e aumentar o teor de
clorofila (WONGLOM; ITO; SUNPAPAO, 2020).

A fotogrametria e o sensoriamento remoto, aliadas ao processamento digital de
imagens constituem-se em ferramentas importantes para a agricultura moderna.
Especialmente o uso de imagens aéreas foi expandido nos Ultimos anos para muitas novas
aplicagdes (RIEHLE; REISER; GRIEPENTROG, 2020). A segmentagdo de plantas consiste

em um componente-chave da andlise de imagens digitais na agricultura. Pode ser usado para
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modelos de previsdo de rendimento, crescimento de culturas e diagndstico de doengas
(RIEHLE; REISER; GRIEPENTROG, 2020). A reflectancia espectral e os indices de
vegetacao tém sido desenvolvidos como principais caracteristicas espectrais para avaliar o
crescimento e producao da vegetagdo (DUAN et al., 2019). Portanto, avaliar a correlagdo
entre os indices de vegetagdo com parametros biofisicos e indice SPAD, estes relacionados
diretamente a producdo da vegetagdo, podem ser utilizados para predicdo no campo.

O indice VARI atingiu os maiores valores de correlacdo com os parametros de campo,
variando de 0,36 a 0,47, valores considerados medianos (COHEN, 1988). Esses indices de
vegetacdo, assim como o GLI, sdo indices obtidos através de cAmera RGB e estdo ligados
diretamente a parte aérea da planta e com pigmentos como a clorofila e carotenoides. O indice
SPAD, parametro que expressa indiretamente o conteido de clorofila e carotenoide na folha
(CASSETARI et al., 2015), foi o que mais contribuiu para a dissimilaridade entre os grupos,
atingindo correlacdo de 0,34 e 0,36 para GNRDI e VARI, respectivamente. O efeito promotor
de crescimento pelo inoculante contribuiu por uma maior quantidade dos pigmentos foliares
apresentados pelo indice SPAD, devido as consequéncias da promogao de crescimento sobre a
parte de raizes e parte aérea, culminando em maior absorc¢ao de nutrientes do solo.

Para possibilitar avaliar os pardmetros de campo por meio de imagens aéreas, foram
gerados os modelos de predicdo utilizando o indice VARI. Diversos modelos ja sao
empregados na cultura da alface para estimar parametros como: detec¢do de chumbo em
folhas (ZHOU et al.,, 2021), crescimento de alface a partir de espectros de reflexdo
infravermelha do solo (BREURE et al., 2021) e taxa de crescimento e estimativa de peso
fresco em leitos de cultivo aquaponico (REYES-YANES; MARTINEZ; AHMAD, 2020).
Vale destacar que o presente estudo visa gerar modelos de predigdo através de indices gerados
a partir de imagens obtidas por camera RGB. Foi calculado o erro de predi¢do através do
valor da raiz do erro quadratico médio e do valor real médio dos pardmetros. Os valores
indicam erros de apenas 3,8% para indice SPAD e 7,8% para didmetro da planta. Para peso
fresco de planta, o valor de erro foi 24,3%. Portanto, o uso desta técnica possibilita o uso por
pesquisadores e produtores, garantindo reducdo do tempo de avaliagdo, menor mao de obra e
em economia em avaliagdes nao destrutivas.

Portanto, este estudo permite concluir que o método mais viavel de inoculagdo para a
promocdo de crescimento em diferentes doses de P € o tratamento de sementes. Todos os
métodos de inoculagdo foram superiores a testemunha na dose de 100% de P. Nao houve
diferenca estatistica para as doses de 50 e 100% de P. O uso de biofertilizante a base de A.

niger apresenta potencial como promotor de crescimento e producdo de alface no campo. Os
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modelos de predi¢ao de parametros relacionados a producdo de alface em campo tiveram bons
ajustes.
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CAPITULO 4
Desenvolvimento de feijoeiro inoculado com Aspergillus niger sob diferentes doses de

adubos fosfatados

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar o desenvolvimento de feijoeiros com diferentes
formulacdes de inoculante do microrganismo solubilizador de P Aspergillus niger sob
diferentes doses e fontes de adubos fosfatados. O experimento foi conduzido em casa de
vegetacdo em fatorial duplo (4x5). O primeiro fator foi composto dos niveis ndo inoculado, 4.
niger por formulagdo granular, 4. niger no tratamento das sementes ¢ um produto comercial a
de Bacillus subtilis e Bacillus megaterium no tratamento de sementes; e o segundo fator
composto por diferentes adubagdes fosfatadas: sem aplicagdo, superfosfato triplo e fosfato
natural Bayovar nas doses de 50 e 100% da dose recomendada para a cultura. Aos 42 dias
apods o semeio foram determinados os valores de indice SPAD, altura de plantas, quantidade
de folhas trifoliadas, nimero de nodulos e a massa seca da parte aérea e raiz. O
microrganismo solubilizador de fosforo 4. niger contribui para o desenvolvimento de plantas
de feijao, promovendo maior incremento de quantidade de folhas, altura, quantidade de
noédulos, peso seco da parte aérea e das raizes comparado ao ndo inoculado, sendo tdo
eficiente quanto ao produto comercial. A formulagdo de A. niger usada no tratamento de
sementes foi superior a formulagdo granular. Aspergillus niger se mostra compativel com o
inoculante de fixagao bioldgica de nitrogénio, além de contribuir no acréscimo de quantidade
de noédulos por planta. A fonte e dose de adubo fosfatado que garantiu maiores incrementos
nos parametros avaliados foi o superfosfato triplo com 100% da necessidade da planta.
Aspergillus niger apresenta potencial promissor como promotor de crescimento do feijoeiro.

Palavras-chave: Promocao de crescimento, inocula¢do, microrganismo.
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1 INTRODUCAO

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) € considerado a leguminosa mais importante para o
consumo humano nos paises em desenvolvimento. Em escala mundial, o feijoeiro ¢ a terceira
leguminosa mais importante para nutricdo humana e animal, atrds apenas da soja e do
amendoim (FAGERIA et al., 2015). Estd difundido praticamente em todo o territorio
brasileiro, sendo cultivado por grandes, médios e pequenos produtores que essencialmente
abastecer o mercado interno (GONZAGA, 2014).

A cultura do feijoeiro ¢ de ciclo curto, permitindo a obtencao de trés safras anuais no
Brasil. Para a safra 2021/2022, compreendendo as trés épocas de semeio, a estimativa
realizada pela CONAB ¢ que a producdo seja de 2,97 milhdes de toneladas, 3,1% superior a
safra anterior (CONAB, 2021). Representa um dos alimentos de varios povos € um dos
componentes basicos da dieta dos brasileiros, constituindo a sua principal fonte de proteina
vegetal. Seu teor proteico pode chegar a 33%, com valor energético de 341 cal para cada 100
g (SILVA; WANDER, 2013). Ele apresenta cerca de metade do teor de proteina da soja,
porém ¢ de melhor digestibilidade proteica (79%) (FAGERIA et al., 2015).

Sendo o fésforo um nutriente de frequente resposta positiva para o feijoeiro, a baixa
disponibilidade nos solos brasileiros limita o crescimento e desenvolvimento,
consequentemente a produtividade (PASTORINI et al., 2000). Nas plantas, o fésforo participa
de inumeras funcdes fisioldgicas como a fotossintese, armazenamento e transferéncia de
energia, respiracdo e a divisdo celular (MULLINS, 2009). Nos solos 4acidos, o P pode formar
compostos insoliveis com ions e Oxidos de Al e Fe, j4 em neutros e alcalinos, forma
compostos moderadamente soltiveis com Ca e Mg, além de ser adsorvido nas superficies de
carbonato de Ca e Mg (HOLFORD, 1997).

O uso dos microrganismos benéficos nos sistemas de cultivo pode contribuir para uma
agricultura mais sustentavel pela diminuicdo de adubos e defensivos quimicos, promovendo
melhorias no desenvolvimento das culturas e na producdo de graos sem danificar o meio
ambiente (MONDANI et al., 2019; SILVA et al., 2020). A solubilizacdo de foésforo
compreende um processo realizado por microrganismos. A liberagdo do nutriente pelo
processo de solubilizacdo promove a disponibilizagdo para a planta e consequentemente o
maior desenvolvimento desta (SCHMIDT; MESSMER; WILBOIS, 2015).

O uso do fungo Aspergillus niger como inoculante pode trazer beneficios para o
desenvolvimento da cultura do feijoeiro. Dentre seus beneficios, destacam-se os mecanismos

de solubilizacdo de minerais fosfatados (MENDES et al., 2014), producao dos fitormonios
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acido indolacético e giberelina (LUBNA et al., 2018) e potencial de promog¢ao de crescimento
(ARAUJO et al., 2020). Todos esses beneficios podem contribuir para maior crescimento
radicular, maior exploragdao dos recursos do solo e maior crescimento vegetativo. Diante
disso, este trabalho teve como objetivo avaliar o desenvolvimento de feijoeiro com diferentes
formulagdes de inoculante a base de 4. niger com diferentes doses e fontes de adubos

fosfatados.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo, situada na regido de Patos de
Minas — MG, sob as coordenadas 18° 43” 59” S e 46° 40’ 13” O e altitude de 891 metros,

localizada na empresa NOOA.

2.2 Delineamento experimental

Para a montagem do experimento, utilizou-se o delineamento de blocos casualizados
em fatorial duplo (4x5). O primeiro fator foi composto por 4 formas de inoculagdo: nio
inoculado, Aspergillus niger por formulacdo granular, Aspergillus niger no tratamento das
sementes e produto comercial a base de Bacillus subtilis e Bacillus megaterium (Biomaphos)
no tratamento de sementes; e o segundo fator composto por 5 diferentes adubagdes fosfatadas:
sem aplicagdo, super fosfato triplo e fosfato natural Bayovar nas doses de 50 e 100% da dose
recomendada para a cultura, onde 50% refere-se a dose de 55 kg ha™! de P2Os e 100% de 110
kg ha! de P,Os. Foram 20 tratamentos e 5 repeticdes, totalizando 100 parcelas (Tabela 1).

Cada parcela foi composta por 2 vasos e 2 plantas em cada um.
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TABELA 1. Tratamentos e descrigdo

N Dose de P20s
Tratamentos* Inoculacgao (% da recomendada) Fonte P
NI Nao inoculado 0 -
NI- TSP 50 Nao inoculado 50 TSP
NI- TSP 100 Nao inoculado 100 TSP
NI-FN 50 Nao inoculado 50 FN
NI - FN 100 Nao inoculado 100 FN
An A. niger - Granular 0 -
An - TSP 50 A. niger - Granular 50 TSP
An - TSP 100 A. niger - Granular 100 TSP
An - FN 50 A. niger - Granular 50 FN
An - FN 100 A. niger - Granular 100 FN
An TS A. niger — Tratamento de sementes 0 -
An TS - TSP 50 A. niger — Tratamento de sementes 50 TSP
An TS - TSP 100 A. niger — Tratamento de sementes 100 TSP
An TS - FN 50 A. niger — Tratamento de sementes 50 FN
An TS - FN 100 A. niger — Tratamento de sementes 100 FN
BP B. megaterium / subtilis 0 -
BP - TSP 50 B. megaterium / subtilis 50 TSP
BP - TSP 100 B. megaterium / subtilis 100 TSP
BP - FN 50 B. megaterium / subtilis 50 FN
BP - FN 100 B. megaterium / subtilis 100 FN

*TSP: Superfosfato triplo; FN: Fosfato natural; An: biofertilizante granular com A4. niger; TS: tratamento de
sementes.

2.3 Producao e aquisicao dos inoculantes de microrganismos solubilizadores de fosforo

Inicialmente foi realizada a producdo da formulacdo granular de A. niger. O
microrganismo solubilizador de foésforo A. niger FS1 foi obtido previamente em solo na
regido de Vigosa — MG (MENDES et al., 2014). Inicialmente foram produzidos conidios em
placas de Petri contendo o meio de cultura batata dextrose agar (BDA, Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, EUA) incubadas em cidmara BOD a 30 °C durante o periodo de 10 dias. Os
conidios foram coletados em solucao aquosa com Tween 80 a 0,01 % (v/v). Essa suspensao
foi filtrada por meio de uma bomba a vacuo e através de uma membrana com poros de 0,45
um e o filtro com os conidios foi seco em dessecador com silica gel a temperatura ambiente
(25 °C) durante o periodo de 24 h. Em seguida, os conidios secos foram coletados e
armazenados em tubos eppendorf a temperatura ambiente (ARAUJO et al., 2020). A massa de
conidios secos continha 4,5 x 107 conidios mg™!, conforme contagem em cAmara de Neubauer.

Foi realizada a mistura de conidios secos em 26,5 g de farinha de trigo, 3,8 g de amido
de milho, 2,25 g de agticar e 15 mL de 4gua deionizada (ARAUJO et al., 2020). A quantidade
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de conidios secos foi de 128,02 mg para produzir a concentracdo de 10° conidios por granulo.
A massa média de cada granulo foi de 22,6 mg. A massa foi aberta em maquina de macarrao e
extrusada em filamentos de aproximadamente 2 mm de diametro, foram cortados os granulos
em 2 mm de comprimento e secos em estufa de circulagdo forcada de ar a 50 °C durante 48
horas até atingirem umidade resultante de 3% (ARAUJO et al., 2020). Para o tratamento de
sementes de feijdo, utilizou-se uma formulagcio WG na concentragio de 7,2 x 10° g’!, obtida
da empresa NOOA. Para o tratamento de sementes com os microrganismos Bacillus subtilis e
B. megaterium, utilizou-se o produto comercial BiomaPhos de concentra¢do de 4 x 10° mL!,

obtido da empresa Bioma.

2.4 Desenvolvimento do experimento

Foram retiradas amostras de solo na camada de 0 — 20 cm de profundidade
classificado como Latossolo Vermelho (SANTOS et al., 2013). Foi realizada analise quimica
do solo e obteve-se os valores de P-Mehlich de 1,97 mg dm™ e P rem de 5,43 mg dm>. Foi
adicionada a quantidade de 4 litros de solo em cada vaso. A interpretagdo ¢ correcao dos
atributos quimicos, assim como a recomendacao da dose de fosforo, foi realizada de acordo
com as recomendagdes para a cultura (RIBEIRO; GUIMARAES; ALVAREZ, 1999). Antes
do semeio, foi realizada a aplicacdo dos adubos fosfatados nos respectivos tratamentos, de
acordo com o volume de solo presente nos vasos. A variedade utilizada foi o feijdo carioca.

Foi realizado o tratamento de sementes com A. niger na dose de 4 x 10° por semente
e de BiomaPhos na dose do fabricante, cujo valor foi de 2 mL por kg de semente. A aplicagdo
do A. niger por meio da formulagdo granular na concentragio de 4 x 10° conidios grama™! foi
realizada na quantidade de 1 granulo por semente aplicado no sulco no momento do semeio.
Em todos os tratamentos foi realizada a inocula¢do de bactérias fixadoras de nitrogénio
utilizando o produto comercial Nitro 1000 Feijao, composto pela espécie Rhizobium tropici
Semia 4077 por meio de tratamento de sementes na dose recomendada pelo fabricante. O
semeio foi realizado no dia 2 de junho de 2021 na profundidade de 3 cm, distribuindo-se 6
sementes por vaso. Apos 10 dias foi realizado o desbaste, deixando apenas 2 plantas de
feijoeiro por vaso. A irrigagdo foi realizada de maneira manual de acordo com a necessidade

da cultura. Os tratos culturais foram semelhantes para todos os tratamentos.
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2.5 Avaliacoes

Aos 42 dias apdés o semeio foram determinados os valores de indice SPAD /
carotenoide (CASSETARI et al., 2015) por meio da média da leitura do indice de 2 folhas de
cada planta por parcela. A leitura foi realizada por meio de equipamento medidor de clorofila
(Minolta SPAD-502CFL1030). Com o auxilio de um trena foi determinada a medida de
altura, realizou-se a contagem de folhas trifoliadas e da quantidade de nddulos. Além disso,
foram determinados os pesos de massa seca da parte aérea e raiz em balanca analitica apds

permanecerem em estufa a 65 °C por 72 horas.

2.6 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos ao teste de Rosner para detec¢ao e remogao de outliers por
meio do pacote “Deteccao de outliers em R” (SOETEWEY, 2020). Em seguida foi realizada a
média entre os vasos € os atributos para as 2 plantas de cada. Os resultados foram submetidos
a ANAVA, teste F e comparou-se as médias pelo teste t (LSD) a nivel de 5% de
probabilidade. A dissimilaridade entre os tratamentos foi representada por meio de
dendrograma. Este foi obtido pelo método hierarquico e pela ligagdo média entre grupos nao
ponderados (UPGMA) a partir da distdncia euclidiana como medida de dissimilaridade. O
coeficiente de correlagdo cofenética (CCC) foi gerado para validar os agrupamentos,
calculado pelo teste de Mantel (MANTEL, 1967) no software Genes. Foi determinada a
contribuigdo relativa de cada variavel para a dissimilaridade entre os agrupamentos por meio
do método de Singh (SINGH, 1981). Estes dados foram gerados a partir do software

computacional em genética e estatistica Genes (versdao 2021.146).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observado diferenca estatistica (teste F, p < 0,05) para todas as variaveis, exceto
para o indice SPAD (Tabela 2). De maneira geral, a inocula¢ao do fungo A. niger promoveu o
crescimento de plantas de feijao e aumentou a quantidade de nodulos presentes nas raizes
quando comparado ao ndo inoculado nas diferentes fontes e doses de P. A formulagdo WG a
base de A. niger utilizada no tratamento de sementes foi superior a formulagdo granular, além
de equiparar-se com os resultados obtidos com o produto comercial que contém as bactérias
B. megaterium e subtilis.
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Tabela 2. indice SPAD, quantidade de folhas, altura, quantidade de nddulos, peso de massa
seca da parte aérea e seca de feijdo sob diferentes formas de inocula¢do, fontes e doses de P

indice SPAD

Inoculagdo Sem P TSP 50 TSP 100 FN 50 FN 100
NI 36,4 aA 36,0 aA 36,6 aA 36,6 aA 36,3 aA
An 35,5 aA 36,0 aA 36,5 aA 35,7 aA 36,3 aA

An TS 36,6 aA 37,0 aA 36,3 aA 36,6 aA 36,8 aA
BP 35,8 aA 35,7 aA 38,3 aA 36,5 aA 36,2 aA
CV (%): 6,0
Quantidade de folhas (un)
NI 1,6 aA 1,6 aA 1,2 bA 1,3cA 1,3 bA
An 1,6 aAB 1,7 aAB 2,0 aA 1,4 beC 1,3bC
An TS 1,7 aB 2,0 aAB 2.4 aA 1,8 abB 1,9 aB
BP 2,0 aA 2,0 aA 2,4 aA 2,0 aA 2,0 aA
CV (%): 21,6
Altura (cm)
NI 15,5 bA 15,4 bA 14,7 bA 14,3 bA 13,4 bA
An 16,5 abAB 16,1 abAB 17,7 aA 15,5 abAB 14,5 bB
An TS 15,2 bB 18,0 aA 19,8 aA 17,4 aAB 17,7 aAB
BP 18,7 aA 18,0 aA 19,1 aA 17,8 aA 18,2 aA
CV (%): 11,8
Quantidade de nodulos (un)
NI 4,8 bA 5,2 bcA 5,3 bA 5,6 bA 4,2 cA
An 8,0 abA 5,0cA 6,1 bA 7,6 abA 4,9 bcA
AnTS 5,7bC 9,6 abBC 14,5 aA 11,6 aAB 9,2 abBC
BP 12,0 aA 11,4 aA 12,0 aA 11,4 aA 11,9 aA
CV (%): 42,7
Peso de massa seca da parte aérea (mg)
NI 350,0 aA 274,0 cAB 190,0 cAB 210,0 aAB 158,0 bB
An 256,0 aA 318,0 abA 394,0 bA 236,0 aA 308,0 abA
An TS 224,0 aB 362,0 abB 614,0 aA 352,0 aB 292,0 abB
BP 376,0 aB 462,0 aB 666,0 aA 342,0 aB 454,0 aB
CV (%): 39,7
Peso de massa seca da raiz (mg)
NI 336,0 bA 372,0 bA 256,0 cA 408,0 bA 272,0 bA
An 330,0 bB 364,0 bAB 560,0 bA 384,0 bAB 382,0 abAB
An TS 442.0 abB 548,0 abB 902,0 aA 526,0 abB 536,0 aB
BP 566,0 aA 676,0 aA 764,0 abA 728,0 aA 552,0 aA
CV (%): 36,6

*NI — Nao inoculado; An — 4. niger por tratamento granular; An TS — A. niger por tratamento de sementes; BP —
B. megaterium e subtilis por tratamento de sementes. Médias seguidas de mesma letra mintiscula comparando
inoculagdo e maiuscula comparando doses de adubos fosfatados nao diferem entre si pelo teste T (LSD) a 5% de
probabilidade.

A capacidade de solubilizagdo de P e a promog¢do de crescimento de mudas de
cafeeiros ja foi comprovada por este isolado de 4. niger, em trabalhos anteriores (ARAUJO

et al., 2020); MENDES et al., 2014, 2017). Portanto, os resultados encontrados nesses estudos
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corroboram com os dados nessa presente pesquisa pela maior promog¢do de crescimento de
feijoeiros nos tratamentos com diferentes fontes e doses do nutriente P. Verificou-se que entre
as fontes de P, a que promoveu maiores ganhos entre os parametros avaliados foi com o
superfosfato triplo. Em um trabalho realizado com esse tipo de fonte, pesquisadores
verificaram que isolada ou combinada com fontes naturais contribuiram no crescimento € no
desempenho produtivo do feijoeiro. Além disso, a associagdo dessa fonte com o
microrganismo solubilizador de fosforo B. subitilis promoveu maior crescimento de raizes e
da parte aé¢rea (ZUCARELI et al., 2018).

As plantas inoculadas com os solubilizadores de fosforo atingiram maiores
incrementos de altura, quantidade de nodulos e peso da massa seca no tratamento sem a
adicao de fosforo. Pesquisadores avaliaram isolados de bactérias solubilizadoras de P no
crescimento e desenvolvimento do feijoeiro e verificaram que na auséncia de P, a associagdo
promoveu maiores ganhos de peso seco e quantidades de absor¢do de P e N. Também
verificaram que a solubilizacdo de P pode ndo ser o Gnico mecanismo responsavel pela
resposta positiva ao crescimento das plantas (VIEIRA et al., 2021). No presente estudo,
verifica-se maiores incrementos dos parametros avaliados nas plantas inoculadas mesmo
quando o P foi aplicado em 100% da exigéncia da cultura. Nesse sentido, o fungo A. niger
pode funcionar como um biofertilizante multifuncional (VASSILEV et al., 2015), pois além
da capacidade de solubilizacdo de P, possui caracteristicas de promogao de crescimento.

Constatou-se que a aplicacdo dos inoculantes para solubilizacdo de P aumentaram o
nimero de nddulos nas raizes, estes que sdo responsaveis pela fixagao bioldgica de nitrogénio.
Em um estudo, pesquisadores realizaram a aplicacdo de Pseudomonas oryzihabitans, cepa
capaz de solubilizar o nutriente P, juntamente com Bradyrhizobium sp. na cultura da soja. Os
dados indicaram que a aplicagdo em conjunto contribuiu para o aumento de niimero e peso
seco de nddulos e acréscimo no teor de leg-hemoglobina. Além disso, realizaram uma analise
foliar das plantas aos 90 dias e identificaram maiores incrementos de N, P e K (KUMAWAT
et al., 2022). Esses dados indicam que a aplicacdo conjunta contribui ndo apenas para o
acréscimo da quantidade de bactérias fixadoras de nitrogénio, mas também para a maior
fixacdo do nutriente para a planta.

Para a andlise de agrupamento, foram obtidos 7 grupos distintos (Figura 1) ao nivel de
16% de dissimilaridade, onde ocorre a mudanca abrupta dos tratamentos. O coeficiente de
correlagdo cofenética obteve o valor de 79,91% (CRUZ, C. D.; REGAZZI, A. ],
CARNEIRO, 2012), sendo significativo ao teste t (p < 0,01). Dessa forma, pode-se afirmar
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que reproduziram de maneira satisfatoria as informac¢des contidas na matriz e

consequentemente na formacao dos grupos.
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FIGURA 1. Dendrograma comparando inocula¢do (NI: ndo inoculado, An: A. niger em
formulagdo granular, An TS: A. niger no tratamento de sementes e BP: B. megaterium e
subtilis por tratamento de sementes) e doses de adubos fosfatado (0, 50 e 100% de P da
recomendacdo para a cultura com diferentes fontes — TSP: Superfosfato triplo e FN: Fosfato
natural), obtido pelo método de agrupamento ligagdo média entre grupo — UPGMA.

Observa-se na figura 1 que os tratamentos com o produto comercial e 4. niger em
tratamento de sementes combinados com superfosfato triplo na dose de 100% ficaram em
grupos distintos e isolados. Na dose de 50%, com essa mesma fonte de fosfatado, essas
inoculagdes permaneceram em um mesmo grupo, indicando semelhanga em resposta na
cultura do feijoeiro.

Foi realizada andlise de contribui¢do relativa dos caracteres para dissimilaridade entre

os tratamentos (Tabela 3). De acordo com os dados, as varidveis respostas que mais

contribuiram foram a quantidade de folhas e de nddulos. Em média, nas diferentes fontes e
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doses de adubos fosfatados, a inoculagdo de 4. niger com formulagdo granular promoveu
ganhos de 14,3% e 25,9% para quantidade de folhas e nddulos, respectivamente, quando
comparado ao nao inoculado. Ja para a formulacdo em tratamento de sementes, o ganho foi
ainda superior, com valores de 40% e 101,6% para as mesmas avaliacdes respectivas em
relacdo ao controle. Stajkovic¢-srbinovi¢ e colaboradores (2021) avaliaram a co-inoculagdo de
Bradyrhizobium japonicum e duas cepas de Pseudomonas sp. capazes de solubilizar P sobre a
producao de sementes e absorcdo de macronutrientes na soja. Segundo os autores, a co-
inoculacdo contribuiu para ganho de rendimento de sementes em até 134%, além da absorcao

de nutrientes como o N, P, K, Mg e Ca no valor de maximo de 167%.

TABELA 3. Contribuicdo relativa para a dissimilaridade entre os agrupamentos formados
segundo Singh (1981)

Variavel resposta S. J. Valor %
indice SPAD 40,4 4,0
Quantidade de folhas 252,0 249
Altura 97,7 9,6
Quantidade de nodulos 236,1 23,3
Peso massa seca da parte aérea 201,1 19.9
Peso massa seca da raiz 185,7 18,3

Os dados dessa pesquisa indicam o uso positivo e promissor do fungo A. niger no
desenvolvimento do feijoeiro, apresentando potencial uso como inoculante para essa cultura.
Além disso, a formula¢do em tratamento de sementes equipara-se ao produto comercial usado
como referéncia. Vale ressaltar que nesse estudo as diferentes concentragdes do inoculante
nao foram avaliadas, ficando como sugestdo para futuros trabalhos, a fim de atingir o0 méximo
potencial da tecnologia. A utilizagdo de microrganismos solubilizadores de P capazes de
promover o crescimento de plantas, representa uma técnica promissora e importante para
melhorar a produ¢do mundial de alimentos com menores danos ao meio ambiente (ALORI,

GLICK; BABALOLA, 2017).

4 CONCLUSAO

O microrganismo solubilizador de fosforo 4. niger contribui para o desenvolvimento
de plantas de feijoeiro, promovendo maior incremento de quantidade de folhas, altura,
quantidade de nddulos, peso seco da parte aérea e das raizes quando comparado ao controle

nao inoculado. A formulacdo WG usada no tratamento de sementes foi superior a formulagao
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granular. Aspergillus niger se mostra compativel com o inoculante de fixacdo biologica de
nitrogénio, além de contribuir no acréscimo de quantidade de nddulos por planta. A fonte e
dose de adubo fosfatado que garantiu maiores incrementes nos parametros avaliados foi o
superfosfato triplo com 100% da necessidade da planta. Aspergillus niger apresenta potencial

uso promissor como promotor de crescimento de plantas de feijoeiro.
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