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RESUMO

Os microrganismos solubilizadores de potassio tém sido usados como bioinoculantes para
promover o crescimento de diferentes espécies de cultura. Esse estudo teve como objetivo
isolar, caracterizar e testar bactérias solubilizadoras de potassio a partir das rochas potéassicas.
As bactérias foram isoladas a partir do solo da rizosfera do tomateiro e de uma formacéo
rochosa costeira do estado do Espirito Santo. Fez-se as dilui¢des de 107! a 10 ¢ essas foram
inoculadas em placas usando os meios de cultura Aleksandrov e B & B suplementados com
rocha potassica do tipo fonolito. Adicionalmente, utilizou-se bactérias do Centro de Recursos
Johanna Dodbereiner como fonte de potenciais microrganismos solubilizadores. Os organismos
positivos para solubilizacdo do K foram cultivados em cultura pura usando o meio DYGS e
identificados por meio da analise das sequéncias do gene RNAr 16S. Dentre os géneros
positivos para solubilizacdo estdo: Burkholderia, Paraburkholderia, Enterobacter, Ralstonia,
Microbacterium, Nguyenibacter, Rhizobium, Bacillus e Arvibacter. No teste de solubilizag&o
em meio liquido se destacaram a estirpe BR 11366 de Paraburkholderia tropica e dois isolados
de Rhizobium sp. Ao contrario dos Rhizobium, os demais microrganismos nédo acidificaram o
meio de cultivo, indicando a agdo de um possivel mecanismo distinto para solubiliza¢éo do K.
A inoculacdo de milheto com as diferentes bactérias proporcionou um maior acumulo de
matéria seca na parte aérea quando cultivado em uma baixa dose de K (40 kg ha?). O
desempenho das plantas inoculadas nessa condi¢éo se igualou ao de plantas sob alta dose de K
(400 kg ha). As estirpes NZ11, de Arvibacter sp., e BR 3487, de P. tuberum, se destacaram
como as melhores promotoras do crescimento vegetal. Pode-se concluir que as bacterias
avaliadas possuem a capacidade de promover o crescimento do milheto sob condicGes de baixa
disponibilidade de K e com potencial para futuros bioinoculantes.

Palavras-Chave: Microrganismos; solubilizacdo de potassio; inoculacao; bokashi.



ABSTRACT

Potassium-solubilizing microorganisms have been used as bioinoculants to promote the growth
of different crop species. Our study aimed to isolate, characterize and test potassium-
solubilizing bacteria from potassium rocks. The bacteria were isolated from tomato rhizosphere
soil and a coastal rock formation in the state of Espirito Santo. Dilutions of 107! to 10~ were
made and these were inoculated on plates using Aleksandrov and B & B culture media
supplemented with phonolite-type potassium rock. Additionally, bacteria from the Johanna
Ddobereiner Resource Center were used as a source of potential solubilizing microorganisms.
Organisms positive for K solubilization were grown in pure culture using DYGS medium and
identified through analysis of the 16S rRNA gene sequences. Among the positive genera for
solubilization are: Burkholderia, Paraburkholderia, Enterobacter, Ralstonia, Microbacterium,
Nguyenibacter, Rhizobium, Bacillus, and Arvibacter. The BR 11366 strain of Paraburkholderia
tropica and two isolates of Rhizobium sp. stood out in the liquid solubilization test. Unlike
Rhizobium, the other microorganisms did not acidify the culture medium, indicating the action
of a possible different mechanism for K solubilization. Inoculation with the different bacteria
provided a greater accumulation of dry matter in the shoot of millet when cultivated at a low
dose of K (40 kg ha). The performance of plants inoculated under this condition was similar
to that of plants under a high dose of K (400 kg ha). Strains NZ11, from Arvibacter sp., and
BR 3487, from P. tuberum, stood out as the best plant growth promoters. We conclude that the
evaluated bacteria have the ability to promote millet growth under conditions of low K
availability and have potential for future bioinoculants.

Keywords: Microorganisms; potassium solubilization; inoculation; bokashi



IMPACTOS SOCIAIS, TECNOLOGICOS, ECONOMICOS E CULTURAIS

O potassio é um dos nutrientes essenciais para a melhoria da saude e produtividade das culturas,
sendo um macronutriente de vital importancia na agricultura a sua aplicacdo torna-se
imprescindivel na produgdo agricola. Por ser um mineral de dificil absorcdo pelas plantas
devido a sua forma no solo, o principal método utilizado por agricultores para suprir a sua
necessidade de cultura é a aplicacdo de fertilizantes potassicos. Em contrapartida, a utilizagdo
excessiva de agroquimicos e fertilizantes tem se intensificado, apresentando desafios
significativos para a salde do solo e para a producdo sustentavel. Mediante este contexto o
nosso estudo visa a utilizacdo de meios alternativos a estes usados por agricultores a fim de
proporcionar melhoria do solo e a0 mesmo tempo garantir a producdo agricola com uso de
microrganismos solubilizadores de minerais que séo capazes de extrair estes minerais do solo
e torna-los disponiveis as plantas. Do ponto de vista tecnolégico e/ou inovacdo trata-se de um
método que traz melhorias na agricultura moderna apesar de ser ainda pouco aplicado varias
pesquisas estdo sendo desenvolvidas por varios pesquisadores tanto no Brasil como em alguns
paises da Asia com o objetivo de melhorar os solos destas regies. No aspecto econdmico é
uma prética além de sustentavel € muito econdmica e acessivel comparado com a aplicacéo de
fertilizantes quimicos. Estudos feitos no Brasil por pesquisadores da Embrapa com agricultores
no Rio usando biofertilizantes a base de microrganismos foi de custo baixo comparado com
fertilizantes quimicos. De ponto de vista cultural necessita-se de mais divulgacéo a fim de tornar
esta pratica mais conhecida aos agricultores de média escala e fazendeiros na implementacéo
desta tecnologia, ja no caso de Angola pouco se fala desta nova pratica espero que no futuro os
agricultores locais se envolvam nesta pratica massivamente.



SOCIAL, TECHNOLOGICAL, ECONOMIC AND CULTURAL IMPACTS

Potassium is one of the essential nutrients for improving crop health and productivity. It is a
macronutrient of vital importance in agriculture and its application becomes essential in
agricultural production. Since it is a mineral that is difficult for plants to absorb due to its form
in the soil, the main method used by farmers to meet their crop needs is the application of
potassium fertilizers. On the other hand, the excessive use of agrochemicals and fertilizers has
intensified, presenting significant challenges to soil health and sustainable production. In this
context, our study aims to use alternative means to those used by farmers in order to provide
soil improvement and at the same time guarantee agricultural production with the use of
mineral-solubilizing microorganisms that are capable of extracting these minerals from the soil
and making them available to plants. From a technological and/or innovation point of view, this
is a method that brings improvements to modern agriculture, although it is still little applied.
Several studies are being developed by several researchers both in Brazil and in some Asian
countries with the aim of improving the soils in these regions. From an economic perspective,
this practice is not only sustainable, but also very economical and accessible compared to the
application of chemical fertilizers. Studies conducted in Brazil by researchers from Embrapa
with farmers in Rio using microorganism-based biofertilizers were found to be low-cost
compared to chemical fertilizers. From a cultural perspective, more publicity is needed to make
this practice better known to medium-scale farmers and farmers implementing this technology.
In the case of Angola, little is said about this new practice. | hope that in the future local farmers
will become involved in this practice on a massive scale.
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1. INTRODUCAO

O crescimento da populacdo humana, aliado a reducéo das areas agricolas utilizadas
para fins ndo dedicados a agricultura, impde uma pressdo crescente pela necessidade de
aumentar a produtividade das terras araveis disponiveis (Jini et al., 2023). Em contrapartida, a
utilizacdo excessiva de agroquimicos e fertilizantes tem se intensificado, apresentando desafios
significativos para a salde do solo e para a producdo sustentavel. Atualmente, o Brasil ocupa a
posicao de quarto maior consumidor global de fertilizantes, ficando atras apenas de China, india
e Estados Unidos, com uma participacdo de 8,2% do mercado. No que diz respeito ao potassio
(K), o Brasil é 0 segundo maior consumidor e o principal importador, uma vez que a producédo
interna é bastante limitada, com a agricultura importando cerca de 96% dos fertilizantes
potassicos utilizados (Associacdo Nacional Para Difusdo de Adubos, 2019). A producdo de
fertilizantes nitrogenados e fosfatados no Brasil ainda permanece aguém da demanda, enquanto
a maior parte, sendo toda, da necessidade de potassio € suprida por meio de importacgdes, devido
a escassez de minerais de potassio economicamente viaveis. Globalmente, os fertilizantes
potassicos representam apenas 18% do consumo total de fertilizantes de N, P e K (Shirale et
al., 2019). Nao obstante, quantidades significativas de P e K estdo presentes em formas néo
trocaveis no solo; o K, embora constitua aproximadamente 2,5% da litosfera, apresenta
concentracdes de K soltvel disponiveis nos solos que sdo geralmente muito baixas (Parmar;
Sindhu, 2013), com mais de 90-98% das reservas de K no sistema do solo encontrando-se em

formas ndo trocaveis (Sattar et al., 2019).

Nesse sentido, a utilizacdo de compostos farelados fermentados, inoculados com
microrganismos, na agricultura oferece diversos beneficios, proporcionando a adicéo
equilibrada de macro e micronutrientes ao solo, além de revitaliza-lo através da incorporagédo
de microbiota durante o processo de fertilizacdo. Esses compostos sdo frequentemente
empregados na agricultura para a fertilizacdo de hortalicas, considerando os variados niveis
tecnoldgicos e as diferentes matérias-primas que podem ser utilizadas na sua elaboragéo
(Goulart, 2023).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Compostos fermentados farelados tipo bokashi

O bokashi é um fertilizante amplamente aplicado na fertilizagdo de hortalicas,
especialmente em sistemas de agricultura ecoldgica. Este composto é eficaz na oferta
equilibrada de macro e micronutrientes, além de microrganismos que sdo incorporados durante
sua preparacao, através de um processo de inoculagdo. No Brasil, sua utilizagdo comegou no
final da década de 1980, promovida por imigrantes japoneses, que sdo considerados 0s
pioneiros dessa técnica (Siqueira e Siqueira, 2013).

Os beneficios do uso de compostos fermentados em comparacdo aos demais fertilizantes
organicos permitidos na agricultura organica estdo intimamente ligados a revitalizagéo do solo,
possibilitada pela microbiota adicionada durante o processo de fertilizacao (Siqueira e Siqueira,
2013). Durante o processo fermentativo, os microrganismos desempenham um papel crucial na
diminuicdo do pH do meio, devido a alta producdo de &cido latico, que confere um odor
agradavel, semelhante ao aroma gerado durante a panificacdo (Pian, 2019). Em solos,
especialmente nas areas potencialmente degradadas, a constante reposi¢ao de microrganismos,
associada a matéria organica, pode contribuir de maneira significativa para o aumento da

produtividade das culturas.
2.2 Potassio

O potassio é um dos nutrientes essenciais para a melhoria da saude e produtividade das
culturas. Ele desempenha varias fungbes vitais na manutencdo de préaticas agricolas
sustentaveis, incluindo o aumento da resisténcia das plantas a periodos de seca, a reducdo da
evapotranspiracdo, 0 suporte aos processos de fotossintese, a melhoria da translocacdo de
acucares e amido, além da elevacao do teor de proteinas nas plantas, contribuindo também para
a diminuicdo da incidéncia de doencas nas lavouras (Olaniyan et al., 2023). A disponibilidade
de K soluvel no solo é bastante limitada, sendo que os principais reservatérios de potassio sao
a areia, o silte e a argila, com feldspato e mica como 0s minerais mais recorrentes contendo
potassio. Em relacdo a sua disponibilidade no solo, ela se divide em: K em solu¢éo, K trocavel
e K ndo trocavel ou mineral (K em estrutura de mineral primario). Essas formas existem em um
equilibrio dindmico, regido pelas propriedades de troca, composicdo mineral e taxa de
intemperismo do solo. A fim de reduzir o uso de fertilizantes minerais, que apresentam efeitos

adversos sobre a saude das plantas e a qualidade do solo, os biofertilizantes podem emergir
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como uma alternativa viavel para a promocao de praticas agricolas sustentaveis (Kour et al.,
2020).

2.3. Fontes de potassio no Solo

O potéssio € o terceiro nutriente mais requisitado pelas plantas (Dhillon et al., 2019),
desempenhando um papel chave na regulagdo de processos bioquimicos, fisiolégicos e
fotossintéticos. De acordo com Mouhamad et al. (2016), rochas igneas possuem teores de
potassio superiores aos encontrados em rochas sedimentares. O reservatério do solo contém
quantidades varidveis de minerais portadores de potassio, sendo os silicatos de alumina
primarios os mais abundantes (Rawat et al., 2016). Os silicatos de alumina primaria incluem
feldspato, mica, biotita, moscovita e nefelina. VVarios pesquisadores, como Basak et al. (2017),
Mancuso et al. (2014) e Mohammed et al. (2013), identificaram feldspato e mica como 0s

principais componentes de potassio no solo.

O potéssio ndo trocavel, por sua vez, atua como reserva e esta associado a minerais de
argila 2:1 (Mouhamad et al., 2016). Os argilominerais caracterizados por uma folha octaedrica
comprimida entre duas folhas tetraédricas séo classificados como argilominerais 2:1 (Ghadiri,
2015). Os ions trocaveis localizados nas superficies de troca catibnica compreendem a terceira
forma de K, enquanto a quarta forma € o potassio prontamente disponivel na solugédo do solo
(Yadav; Sidhu, 2016). Apenas 0,1-0,2% dos minerais de K estdo disponiveis para uso vegetal
(Rawat et al., 2016).

2.4. Reservas de Potassio no Mundo

O potéassio € um nutriente mineral de grande relevancia para as plantas, desempenhando
funcbes vitais desde a protecdo das culturas até processos metabdlicos (Das et al., 2022). Sua
producdo global se concentra em cinco paises, a saber, Russia, Canada, Bielorrussia, Israel e

Alemanha, que detém as maiores reservas segundo dados da ANM de Sergipe (2016).
2.5. Importancia do Potassio nas Plantas

O K é essencial para diversos processos de desenvolvimento vegetal (Cakmak, 2010).
Ele melhora a salde, o crescimento e o desenvolvimento das plantas; aumenta a resisténcia a
enfermidades; melhora a qualidade da colheita e prolonga a vida til dos produtos agricolas.
Além disso, K fortalece a capacidade das plantas em lidar com estresses, como geadas, secas,

pragas, doengas, acamamento e problemas de drenagem, além de promover a fotossintese,
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resultando em formacdo de carboidratos, 6leos, gorduras e proteinas, regulando também a
absorc¢do de &gua pelas raizes e o desenvolvimento do sistema radicular (Shirale et al., 2019).
Comparado a outros nutrientes essenciais, como nitrogénio e fosforo, o K ndo é componente
estrutural das plantas, mas é crucial para o metabolismo vegetal e as relages hidricas (Hamid;
Bashir, 2019). De acordo com Shirale et al. (2019), o potassio atua como ativador enzimatico,
regulando também o pH das reacfes enzimaticas e a producdo de substancias organicas. O K
ainda controla a abertura e fechamento estomatal, influenciando diretamente a regulagéo do
turgor, transpiracdo e ciclagem de nutrientes nas plantas (Shirale et al., 2019). A ativagéo
enzimatica mediada pelo K também auxilia na producdo de trifosfato de adenosina (ATP)
(Hasanuzzaman et al., 2018).

A aplicagdo de K demonstrou resultados significativos na produtividade e na melhoria
das caracteristicas produtivas de varias culturas ao redor do mundo. Por exemplo, Bhosale et
al. (2017) relataram que a aplicagéo de K, em combinagdo com N, resultou em um incremento
de 32,44% no peso do fruto da melancia em solos lateriticos na regido de Konkan, india. Na
Bangladesh, a adicdo de K aumentou o rendimento de frutos de tomate em até 50,49% e o
namero de frutos por planta em 41,58% em solos franco-argilosos do Trato de Madhupur
(Sultana et al., 2015). Em outro estudo na regido costeira de Bangladesh, foi observada uma
elevacdo de 26,30% na altura da planta de juta branca e de 35,10% na producéo de fibra (Piya
et al., 2019). O uso de fertilizantes K resultou em um aumento de 32,1% na produtividade do
milho no Nordeste da China entre 2005 e 2012 (Jiang et al., 2018). No Paquistdo, Ali et al.
(2020) também observaram aumentos de 18,33% na altura da planta e 33,91% no comprimento
da espiga de milho, devido a aplicacdo de fertilizante K na Universidade de Sargodha (UOS).
Pesquisas conduzidas na estacdo de pesquisa do Hamelmalo Agricultural College, na Eritreia,
revelaram um aumento de 30,72% na producdo de caule aéreo por planta de batata (Zelelew et
al., 2016). Hussain et al. (2021) registraram aumento de 22,5-24,19% na altura da planta e um
incremento de 3,3% na mateéria seca da planta de algoddo em um experimento de campo no
Central Cotton Research Institute, em Multan, Paquistdo. Em suma, todos esses estudos
confirmam que a aplicacdo de fertilizante K melhora o crescimento e a rendimento de varias

culturas.
2.6. Fertilizantes que Fornecem o Potéassio

Entre os fertilizantes que fornecem potéassio, destacam-se o cloreto de potassio (KCI), o
nitrato de potassio (KNO3), o sulfato de potéssio (K2SOa), o carbonato de potassio (K2COs) e
o fosfato de potéssio dibasico (K:HPO.) (Kafkafi et al., 2001). Além desses, outras fontes de
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potassio incluem micas, ilita, feldspato e verdete (Bagyalahshmi et al., 2017). Outras fontes
adicionais de K incluem moscovita, p6 de ilita, montmorilonita, caulinita, feldspato potéssico,
biotita, residuos de mica, bentonita, cinzas de madeira e silicato de aluminio (Meena et al.,
2016).

2.7. O Uso de Adubacéo Potéssica no Mundo

A aplicacdo de fertilizantes minerais potassicos soliveis tem sido fundamental para
garantir a producdo de alimentos em nivel global, visto que este macronutriente é
imprescindivel para as plantas, desempenhando diversas fungées (Mahmud et al., 2021). Os
fertilizantes minerais sollveis representam a totalidade dos fertilizantes aplicados na
agricultura, especialmente na agricultura industrial, que exige grandes extensdes de terra para
responder ao aumento da demanda alimentar. Assim, serd necessario intensificar a agricultura
de maneira sustentavel para alimentar a crescente populacdo mundial. Muitas terras agricolas
carecem de quantidade adequada de um ou mais nutrientes essenciais, resultando em
crescimento abaixo do ideal das plantas (Haube et al., 2012). Estudos realizados por Dhillon et
al. (2019) e Romheld e Kirkby (2010) apud Olaniyan et al. (2022) relataram deficiéncias
globais de K na maioria dos solos. Os mesmos afirmaram que na China, um quarto dos solos
araveis e trés quartos dos solos cultivaveis dedicados ao arroz apresentam deficiéncia de K.
Também encontraram deficiéncias de K na producéo de trigo na regido sudoeste da Australia.
Além disso, 72% da érea agricola na india apresenta deficiéncia de K, sendo esta um nutriente
limitante na maioria dos solos de alguns paises da Africa Subsaariana, incluindo Nigéria,

Ruanda, Quénia e Serra Leoa (Olianiyan et al., 2022).

Globalmente, o uso de fertilizantes potassicos tem crescido para atender a demanda
crescente na agricultura e producéo de alimentos. Em paises asiaticos, uma pratica relevante
para aumentar a produtividade tem sido a utilizacdo de fertilizantes K em combinag¢do com
microrganismos solubilizadores de K, em resposta a baixa fertilidade da maioria dos solos
(Sattar et al., 2019 apud Embrapa 2021). Nos Ultimos anos, numerosos artigos publicados tém
focado no estudo desses microrganismos, com a maioria das pesquisas concentradas na Asia.
(Warnakulasooriya et al.,2025; Bilal et al.,2021; Jiang et al.,2022; Kour et al.,2020; Soumare
et al.,2023).

2.8. Microrganismos Solubilizadores de Potéassio

A reposigdo de potéssio no solo, especialmente na agricultura familiar, ainda representa

um desafio importante, visto que essa necessidade é suprida predominantemente por meio de
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fertilizantes (Kour et al., 2020). A estratégia comumente utilizada pelos agricultores para
superar a deficiéncia de potassio é a aplicacdo de fertilizantes minerais sollveis de potéssio.
Contudo, a oferta desses fertilizantes enfrenta limitagdes em decorréncia de seus altos custos e
da baixa eficiéncia em producéo.

O uso indiscriminado de fertilizantes minerais pode resultar em degradacgéo do solo,
reducdo da fertilidade e eliminacdo de microrganismos benéficos, além da contaminacgdo da
agua e do meio ambiente (Meena et al., 2015) e de tornar as culturas mais suscetiveis a doengas
e acumulo de poluentes (Sharma & Chetani, 2017), afetando a qualidade nutricional e, em
ultima analise, o rendimento das culturas (Bashir et al., 2017; Mahmud et al., 2021). Assim,
esforgos colaborativos estdo aumentando em busca de alternativas economicamente viaveis e
ecologicamente responsaveis para repor o potassio do solo (Bashir et al., 2017; Etesami et al.,
2017; Macik et al., 2020).

A pesquisa e utilizagdo de microrganismos solubilizadores de potassio, como bactérias
e fungos, na forma de biofertilizantes, € uma alternativa proposta para reduzir a dependéncia de
agroquimicos, especialmente fertilizantes soluveis de potassio (Hamid; Bashir, 2019). Os
biofertilizantes consistem em substancias que contém microrganismos vivos ou seus inoculos
e esporos e apresentam propriedades benéficas para as plantas (Macik et al., 2020), agindo
principalmente sobre sementes, raizes ou no solo (Hamid; Bashir, 2019). Os biofertilizantes
desempenham um papel fundamental na manutencdo da fertilidade do solo, melhorando a
qualidade, satde e estado nutricional das plantas, além de favorecer o rendimento das culturas
na agricultura sustentavel. Eles também impactam positivamente a estrutura do solo, protegem
as plantas contra doencas e pragas, e favorecem uma relacdo eficiente entre planta e agua
(Hamid; Bashir, 2019; Macik et al., 2020).

Os biofertilizantes sdo fitoestimulantes que promovem o crescimento e
desenvolvimento das plantas ao aprimorar a absorcdo de nutrientes do solo. Isso pode ser
atribuido ao aumento da fixacdo de nitrogénio, excrecdo de fitormdnios, supressdo de
fitopatdgenos, tolerancia ao estresse, remediacdo de poluentes e solubilizacdo de potassio e
fosforo (Macik et al., 2020; Adetunji et al., 2022). O uso de bactérias solubilizadoras de
potassio como biofertilizantes mostra-se promissor para melhorar a produtividade e a

disponibilidade de nutrientes para as plantas (Bashir et al., 2017; Hamid; Bashir, 2019).

Os microrganismos da rizosfera, especialmente os solubilizadores de K, como fungos

micorrizicos arbusculares e varias espécies de bactérias e fungos, podem constituir uma
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alternativa eficiente e sustentavel para suprir a demanda de K e melhorar as culturas (Soumare
et al., 2022). A inoculagdo de bactérias solubilizadoras de potéssio, isoladamente ou em
combinagdo com outros microrganismos promotores de crescimento, como solubilizadores de
fosforo, fixadores de nitrogénio e micorrizas, aumenta a disponibilidade e absorcdo de potéssio
no solo, promovendo, assim, o crescimento das plantas (Ahmad et al., 2016; Meena et al., 2016;
Hamid; Bashir, 2019; Kour et al., 2020).

Os microrganismos do solo exercem influéncia significativa sobre a fertilidade do solo,
impactando diversos processos por meio de mecanismos como decomposicao, imobilizagéo e
mineralizacdo. Eles desempenham um papel crucial no ciclo natural de K, especialmente os
solubilizadores de potassio, que tém a capacidade de solubilizar minerais que contém potassio,
como muscovita, mica, ilita, biotita, feldspato e ortoclasio, convertendo o K em formas soltveis
disponiveis para as plantas (ElI-Egami et al., 2024). A utilizagdo de microrganismos
solubilizadores de potassio (KSMs) como biofertilizantes pode elevar a produtividade das

culturas e a disponibilidade de nutrientes (Etessami et al., 2017).
2.9. Mecanismos de Solubilizacéo

Diversos mecanismos sdo adotados pelos microrganismos solubilizadores de K para sua
solubilizacdo, incluindo producdo de acidos, enzimdlise e complexacdo por meio de
polissacarideos extracelulares (Olaniyan et al., 2022; Ahmad et al., 2016; Satar et al., 2019).
Métodos de formacdo de complexos metal-organicos podem enfraquecer as estruturas
reticulares e liberar K na solucéo do solo (Ahmad et al., 2016; Satar et al., 2019; Hamid; Bashir,
2019). A secrecdo de polissacarideos e a formacdo de biofilmes em superficies minerais

também sdo estratégias utilizadas (Etesami et al., 2017; Satar et al., 2019).

Um dos mecanismos adotados para a liberacdo de potéssio é a producdo de acidos
organicos, como acido oxalico, tartarico, citrico, mal6nico, latico e glicolico (Kumar et al.,
2016; Meena et al., 2016). Esses acidos dissolvem diretamente os minerais de potassio,
contribuindo para a liberacdo lenta de substancias que se tornam prontamente disponiveis (Raji
e Thangavelu, 2021). Este processo pode também incluir a reducdo do pH no solo rizosférico,
acelerando a solubilizacdo do mineral que contém potéassio, tornando-o acessivel para absorcédo

pelas plantas (Sattar et al., 2019).

A inoculagdo de PGPMs ou sua aplicagdo indireta por meio de materiais compostos
regula a nutricdo das plantas, aumentando a absorcéo dos ions de potassio (K+) em relagdo aos

jons de sodio (Na+), mesmo sob condigcdes de estresse salino, garantindo a mobilizacéo
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adequada de nutrientes para uso ideal em diferentes regides agrocliméticas (Kumar et al., 2015;
Meena et al., 2015). Um estudo realizado por Han et al. (2006) demonstrou que, em
experimento com a série Aquepts em solo oriundo de Chinju, provincia de Kyungnam, Coréia
do Sul, a coinoculacdo de Bacillus mucilaginosus, uma bactéria solubilizadora de fésforo, e B.
megaterium resultou em um aumento na disponibilidade de fésforo e potéssio, melhorando o
crescimento de pepino e pimenta. Similarmente, a coinoculagéo entre Bacillus mucilaginosus e
a bactéria fixadora de nitrogénio Azotobacter chroococcum, combinada com residuos de mica,
resultou em um maior acimulo de biomassa e aquisicdo de nutrientes em uma familia Alfisol
de Typic Haplustalf, na regido de Hazaribagh, Jharkhand, india (Basak; Biswas, 2010). Varios
estudos tém demonstrado que diferentes grupos de microrganismos, tanto bactérias quanto
fungos, estdo envolvidos na solubilizacdo de minerais de K no sistema do solo (Kour et al.,
2020; Gouda et al., 2018). Rizobactérias como Bacillus edaphicus, B. circulans,
Acidothiobacillus ferrooxidans e Paenibacillus sp., bem como fungos como Aspergillus
terreus, Glomus mosseae, G. intraradices, A. niger e Penicillium sp., ttm mostrado a
capacidade de solubilizar minerais de K e tornar esses nutrientes disponiveis para as plantas
(Lodi et al., 2021; Mirminachi et al., 2002; Soumare et al., 2023). A aplicacdo de
microrganismos solubilizadores de K estd ganhando reconhecimento como biofertilizantes
essenciais para enfrentar a inseguranca alimentar global e para 0 manejo integrado de nutrientes
(INM) (Shrivastava et al., 2016).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

e Isolar e caracterizar bactérias solubilizadoras de potéssio de diferentes ambientes e

substratos na solubilizacéo de K a partir de rocha potéassica do tipo fonolito.
3.2. Objetivos especificos

e Isolar microrganismos solubilizadores de fonolito a partir de solos de diferentes

formacdes florestais;

e ldentificar e caracterizar 0s microrganismos com potencial de solubilizacdo de

potassio;

e Avaliar o potencial dos microrganismos selecionados sob condi¢des do solo mediante

a inoculacéo de plantas.
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4. MATERIAIS E METODOS

Para a coleta dos microrganismos, foram utilizadas iscas elaboradas a partir de calhas
de bambu, preenchidas com arroz cozido, isento de sal e temperos. Essas iscas foram dispostas
em seis calhas sob a serrapilheira de eucalipto por um periodo de sete dias, visando a posterior
coleta dos microrganismos. As amostras provenientes de cada calha foram misturadas entre si.
Apos esse procedimento, foram pesadas 50 g da mistura, que foram entdo adicionadas a 450
mL de agua destilada.

Na formulacdo dos compostos, optou-se por utilizar bagaco de malte, correspondendo a
40% da mistura, que foi combinado com 60% de farelo de folhas de Flemingia macrophylla.
Este percentual foi calculado considerando a matéria seca, a qual foi corrigida em estufa de
ventilagdo forgada a 65°C. Os materiais foram posteriormente homogeneizados e inoculados
com uma solugdo inoculante na concentragao de 215 pL de indculos microbianos por kg de
substrato, diluida em 10 mL de solucéo salina.

Para o composto fermentado, apds a inoculacdo, o material foi compactado em um
recipiente hermético de vidro com capacidade de 650 dm?3, onde permaneceu por um periodo
de 21 dias a temperatura ambiente até o dia da manipulacdo para a montagem do experimento.
Em contrapartida, o0 composto ndo fermentado foi preparado e inoculado com a mencionada
solucdo inoculante no momento da fertilizacdo. Estes procedimentos foram detalhados por
Goulart (2023).

Quanto a fertilizacdo, para a oferta de fosforo (P), foi utilizado o superfosfato simples,
que apresenta 18% de solubilidade. Para o fornecimento de potassio (K), foi empregada uma
rocha silicatica-potassica (Ekosil) com apenas 1% de solubilidade em &cido citrico. O produto
comercial Ekosil é um fertilizante potéssico derivado de rochas silicatadas do tipo fonolito, de
origem vulcanica localizada no planalto de Po¢os de Caldas - MG (Yoorin Fertilizantes, 2024).
Este produto é obtido pela moagem da rocha, apresentando caracteristicas fisico-quimicas e
mineralogicas que incluem: pH de 10,09; 8,0% de KO total; 1,0% de K20 solivel em &cido
citrico a 2% (1:100); 25,0% de Si total e concentracdes de 1,0%, 0,01%, 0,15%, 0,15% e

0,0004% para célcio, zinco, manganés, magnésio e cobalto totais, respectivamente.
4.1. Experimento 1: Capacidade de solubilizacdo de K in vitro
4.1.1. Isolamento de microrganismos

Goulart (2023) observou que a inoculagdo de microrganismos capturados com iscas de

arroz cozido em areas de eucalipto beneficiou o crescimento do tomateiro na presenca de rocha
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potassica, indicando a presenga com microrganismos potencialmente solubilizadores de
potéssio nessas areas. Deste modo, objetivou-se isolar microrganismos solubilizadores a partir

da rizosfera do tomateiro inoculado com esses microrganismos.

Adicionalmente, foram isoladas bactérias a partir da rizosfera de plantas saxicolas, que
sdo plantas que crescem em pequenos platés ou fendas com solos localizados em rochas. A
hipGtese testada foi a de que microrganismos solubilizadores de rochas estdo presente na
rizosfera dessas plantas, auxiliando-as na obtencdo de nutrientes a partir da rocha matriz. A
rizosfera dessas plantas foi coletada um costdo rochoso no municipio de Vila Velha no Espirito
Santo a 20°25'34.1"S e 40°19'09.2” W. As plantas foram removidas manualmente as raizes
agitadas dentro de tubos de centrifuga estéreis de 50 ml. As amostras foram armazenadas em

temperatura de 4°C até isolamento das bactérias.

Para o isolamento de microrganismos da rizosfera do tomateiro, este foi inoculado com
microrganismos capturados a partir de um solo sob eucalipto, localizado no campo
experimental da Embrapa Agrobiologia, em Seropédica, Rio de Janeiro. As iscas foram
instaladas conforme descrito em Goulart (2023) e coletadas apés sete dias. Em seguida, foram
diluidas e inoculadas no tomateiro, utilizando quatro repeti¢fes e vasos com capacidade de 5
kg cada, cultivados em solo adubado com uma fonte potéssica de baixa solubilidade (fonolito,
nome comercial Ekosil). Apos um periodo de 36 dias, foi realizada uma amostragem composta,
na qual foi extraido 1 g de solo, diluido em solucéo salina a 0,85% (NaCl) e posteriormente
submetido a diluicBes que variaram de 10 a 10°°. Foram inoculados cem microlitros de cada
diluicdo em meio Aleksandrov (Thangavelu, 2021), em triplicata, e incubados por seis dias, até

a observacdo do surgimento de coldnias e formacdo de halos de solubilizagéo.

No que diz respeito ao isolamento das bactérias provenientes da rizosfera de plantas
saxicolas, seguiu-se 0 mesmo procedimento descrito anteriormente, sendo que o solo
rizosférico foi inoculado diretamente nos meios de cultura Aleksandrov. Os microrganismos
que apresentaram resultados positivos para a solubilizacdo de potéssio foram purificados e
armazenados em tubos com 6leo mineral a temperatura ambiente, além de em glicerol a -80 °C.
Por fim, de modo a aumentar o nimero de potenciais solubilizadores, avaliou-se a capacidade
de solubilizacao das estirpes do género Paraburkholderia pertencentes a colecdo de culturas do
Centro de Recursos Bioldgicos Johanna Ddbereiner da Embrapa Agrobiologia. Esse género foi
escolhido por apresentar representantes solubilizadores de K, Rossi et al. (2024). As estirpes

utilizadas estdo listadas na Tabela 1.



Tabela 1- Estirpes de Paraburkholderia spp. utilizadas nos testes de solubilizacdo de K e no experimento de inoculagdo em planta. As
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informacdes apresentadas foram disponibilizadas no sistema Alelomicro
Codigo Taxonomia Local da coleta Hospedeiro Substrato
BR3486 Paraburkholderia phymatum Guiana Francesa Machaerium lunatum  Nao identificado
BR3461 Paraburkholderia nodosa Marliéria, MG Mimosa bimucronata  Raiz
BR12315  Paraburkholderia caribensis Martinica N&o Identificado Solo
BR3470 Paraburkholderia nodosa Minas Gerais Mimosa bimucronata  Raiz
BR3578 Paraburkholderia sp. Campo Grande, MS Mimosa sp N&o identificado

Mimosa

BR3405 Paraburkholderia sabiae Seropédica, RJ caesalpiniifolia Raiz
BR3487 Paraburkholderia tuberum Africa do Sul Aspalathus carnosa N4o identificado
BR12203  Paraburkholderia unamae Morelos, Tlayacapan, México Zea mays Né&o identificado
BR3437 Paraburkholderia nodosa Curitiba, PR Mimosa scabrella N&o identificado
BR11366 Paraburkholderia tropica Timbauba, PE Saccharum officinarum Na&o identificado
BR11271  Paraburkholderia sp. Rio de Janeiro Saccharum sp Né&o identificado
BR3454 Paraburkholderia mimosarum Seropedica, RJ Mimosa scabrella Né&o identificado
BR11897  Paraburkholderia kururiensis Chiba Kururi, Japéo N&o identificado Agua
BR3459 Paraburkholderia phenoliruptrix ~ Seropédica, RJ Mimosa flocculosa Né&o identificado
BR3600 Paraburkholderia sp. Morro do Chapéu, BA Mimosa gemmulata Né&o identificado

Fonte: AleloMicro Consultas (2021)
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4.1.2 Avaliacdo in vitro do potencial de solubiliza¢éo de potéssio das bactérias

Os meios utilizados neste estudo foram preparados com 0s seguintes componentes: 5 g
de glicose, 0,005 g de MgS0..7H20, 0,1 g de FeCls, 2 g de CaCOs, 2 g de CaPOs, 20 g de agar-
agar, ajustando o pH para 7,2, e 3 g de p6 de rocha (Ekosil) como fonte de potassio insolivel
por litro, segundo o método de Aleksandrov. Além disso, outra formulacdo foi preparada com
5 g de glicose, 2 g de Na:HPOs4, 0,5 g de MgS0.4.7H-0, 0,005 g de FeCls, 0,1 g de CaCl..2H-0,
ajustando o pH para 6,5, e 15 g de agar, complementada com 25 mL de azul de bromotimol e 5
g de p6 de rocha. Apo6s a preparacdo dos meios, estes foram esterilizados em autoclave por um
periodo de 30 minutos.

As cepas bacterianas foram previamente cultivadas em meio DYGS modificado,
conforme descrito por Rodrigues Neto et al. (1986). Apos a incubacdo em temperatura de 30
°C a 200 rpm por 24 horas, 1 mL dos cultivos foi centrifugado a 5000 rpm a 25 °C por 5
minutos. O sobrenadante foi descartado, e o precipitado bacteriano foi ressuspenso em uma
solugdo contendo os sais de cada meio testado, realizando-se duas lavagens sucessivas. Apos
estas etapas, o contetdo bacteriano foi novamente suspenso em 1 mL da solucéo salina, e, em
seguida, inoculou-se 10 ul desse suspenso em placas de cultura. As placas foram incubadas a
30 °C em ambiente escuro por 144 horas, conforme descrito por Hu et al. (2006) apud
Rajitangavelu (2021).

A capacidade de solubilizacdo de potassio foi avaliada com base na formacéo de halos
ao redor das colonias. Os melhores isolados solubilizadores foram testados em meio liquido
B&B (Bassak e Biswas, 2010), que contém po6 de rocha como fonte de potassio insolivel na
concentracdo de 3 g/L. Para a liberagdo quantitativa de potassio, foi inoculado 1 mL de cada
isolado bacteriano em frascos Erlenmeyer de 125 mL, contendo 50 mL de caldo B&B. Estes
frascos foram incubados a 180 rpma 30 °C por 15 dias. Posteriormente, as amostras das culturas
foram filtradas por meio de um filtro de 0,22 pwm para determinar a quantidade de potassio
disponivel como descrito por (Rossi et al.2024), com algumas alteracdes quanto ao tempo de

cultiva que foi de 15 dias.
4.1.3 Caracterizacdo molecular dos microrganismos estudados

A extracdo do DNA dos isolados bacterianos foi realizada utilizando o kit Wizard
Genomic DNA Isolation da Promega, com o intuito de amplificar o gene do RNA ribossémico
168, utilizando primers universais 27F (5> AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’) e 1492R (5’
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GGTTACCTTGTTACGACTT 3’). A identificagdo molecular das bactérias isoladas foi
conduzida por meio da técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR), empregando 0s
primers universais 27F e 1492R para todos os isolados bacterianos.

A PCR consistiu em um volume total de 55 uL, composto por 1 uL. de DNA, 11 pL de
uma mistura de dNTPs, 11 pL de cada primer (forward e reverse), 16,5 uL. de tampao (MgCL),
2,2 uL de Taq polimerase e 410,3 puL de 4gua deionizada. O processo de PCR foi conduzido da
seguinte forma: apds uma desnaturacdo inicial de 2 minutos a 95 °C, foram realizados 30 ciclos,
cada um consistindo de desnaturagdo a 95 °C durante 1 minuto, anelamento a 55 °C por 1
minuto, extensédo a 72 °C por 1,5 minutos, seguido de uma extenséo final a 72 °C por 5 minutos.
A reagéo de PCR foi efetuada em um termociclador da marca Agilent Technologies.

Os produtos de amplificagdo gerados pela PCR foram analisados por eletroforese em
gel de agarose (0,6 g por 100 mL) utilizando tampé&o 1X TAE. Um fragmento de DNA, com
aproximadamente 1,5 kb, foi eluido utilizando o Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System.
Os produtos da PCR foram sequenciados, e as sequéncias obtidas foram comparadas com as
sequéncias bacterianas disponiveis em bancos de dados, como o NCBI, utilizando a plataforma
BLASTnN (Etesami et al., 2017). Para realizar alinhamentos multiplos de sequéncia de DNA,
foi empregada a plataforma ARB-SILVA no software MEGA X (Tamura et al., 2013). A
construcdo da arvore filogenética para as sequéncias nucleotidicas identificadas foi baseada no

método de Neighbor Joining (Tamura et al., 2013).
4.1.3 Experimento 2: Solubilizacédo de K em casa de vegetacao.

Neste experimento, avaliamos 0s microrganismos selecionados no primeiro
experimento em comparagao aos microrganismos da colecdo de culturas do Centro de Recursos
Biologicos Johanna Ddbereiner da Embrapa Agrobiologia. Para tal, esses microrganismos
foram inoculados em plantas de milheto, visando avaliar seu potencial de solubilizacdo em
condicBes de solo. O delineamento experimental adotado foi em parcelas subdivididas,
contando com 4 repeticdes em um esquema fatorial 2 x 13 + 2, sendo: 2 niveis de K soltvel (40
e 400 kg ha™', considerados baixo e alto, respectivamente), 13 tipos de inoculacdo, além de 2

tratamentos adicionais, totalizando 28 diferentes tratamentos.

O experimento foi iniciado em 21 de maio de 2024, com o plantio de 50 sementes de
milheto em tubetes, seguido de um desbaste realizado sete dias apds a semeadura, de modo a
deixar apenas 10 plantas por tubete. Cada parcela foi composta por 0,22 dm3 de solo calcipedido

de Planosolo, previamente peneirado e seco ao ar, que foi acondicionado nos tubetes. O solo
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foi umedecido com &gua até atingir 70% do volume total de poros, a fim de viabilizar a reacéo
dos produtos aplicados. Foram adicionados ao solo 200 kg ha™ de P.Os, 500 kg ha™ de nitrato
de amdnio, além de outros nutrientes fornecidos na forma de solucéo, a fim de suprir as

necessidades nutricionais da cultura.

Apb6s um periodo de 45 dias, as plantas foram coletadas, separando a parte aérea das
raizes. As raizes foram lavadas em agua corrente utilizando uma peneira, para evitar perdas.
Posteriormente, foram secas em uma estufa com circulacdo de ar, ajustada a 65°C, até que
atingissem o peso constante. A parte aérea foi submetida ao mesmo processo de secagem.
Assim, foram avaliadas a massa seca da parte aérea, a massa seca das raizes e o teor de K na

parte aérea.
4.1.4 Analise estatistica

Os dados provenientes de todos os experimentos foram submetidos a analises de
normalidade, homogeneidade de variancias e a analise de variancia (ANOVA, p < 0,05). Apés
a identificacdo de diferencas estatisticamente significativas, procedeu-se a aplicacdo do teste de

Tukey (p < 0,05) para a comparacgdo entre as medias.
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5 RESULTADOS
5.1 Isolamento e caracterizacdo morfolégica e molecular dos microrganismos

Ao todo, foram obtidos 34 isolados decorrentes do processo de isolamento e triagem das
bactérias cultivadas nos meios Aleksandrov e B&B. As caracteristicas morfoldgicas
apresentadas por essas bactérias no meio DYGS foram bastante diversas, incluindo: forma
circular e tamanho médio; coloracdo variando entre bege, rosa e amarelo; transparéncia, com
algumas col6nias sendo translucidas e outras opacas; elevacdo podendo ser convexa ou plana;
além de apresentar aspectos leitosos, mucoides e viscosos. A maioria das colénias formadas

pelos isolados apresentava opacidade, embora algumas fossem translucidas.

Certos isolados ndo foram examinados devido a sua similaridade fenotipica, o que
resultou em uma diminuicdo do nimero de bactérias selecionadas para cultivo simultaneo em
meio solido. Por meio de uma triagem primaria no meio DYGS, foram escolhidas colénias com
caracteristicas fenotipicamente distintas. Assim, com base nas caracteristicas fenotipicas das
bactérias e suas semelhancas, o numero de isolados foi reduzido a dezessete para o
sequenciamento do gene do RNAr 16S. Apos a edicdo do alinhamento das sequéncias, restaram
429 posicoes, que foram utilizadas para a geragédo da filogenia, conforme descrito na secéo de

Materiais e Métodos.

A andlise filogenética do gene revelou que cinco isolados pertencem ao género
Burkholderia, agrupando-se no clado cepacia; dois sdo do género Rhizobium; e os demais
isolados, um de cada, pertencem aos géneros Paraburkholderia, Ralstonia, Enterobacter,

Microbacterium, Gluconacetobacter, Azospirillum, Bacillus e Arvibacter (Figura 1)
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Figura 1- Arvore filogenética construida com o gene RNAr 16S de isolados de bactérias
solubilizadoras de K isoladas da rizosfera do tomateiro e de plantas saxicolas. A
arvore foi construida com o algoritmo neighbor-joining, a distancia de Kimura 2
parametros e parametro gama 0,56. Valores de bootstrap (2.000 replicatas) acima de
50% séo apresentados. A barra indica 0 nimero de substituicdo de bases por sitio.
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5.2 Solubilizagéo de rocha potéassica em meios solido e liquido

Foi utilizado um meio &gar contendo fonolito para realizar a medicdo quantitativa da
capacidade de solubilizacdo de potéssio (K). Um total de vinte e oito isolados bacterianos
demonstraram habilidade em solubilizar K no meio B&B, enquanto dezenove isolados o
fizeram no meio Aleksandrov. Todos os isolados foram capazes de solubilizar o fonolito, e 0
indice de solubilizacdo manteve-se relativamente constante quando os isolados foram
cultivados no meio B&B (Figura 2). Entretanto, nove isolados ndo conseguiram solubilizar o
potassio da rocha no meio Aleksandrov. Entre os isolados que apresentaram capacidade de
solubilizacdo, destacaram-se os classificados como NZzZ5, NZ12, NZ15 e NZ19, que

apresentaram os maiores indices de solubilizacdo, conforme ilustrado na Figura 2.
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Figura 2-Indice de solubilizagdo de K dos isolados bacterianos das rizosferas do tomateiro e plantas saxicolas (codigos NZ) e do Centro de Recursos
Johanna Ddébereiner (cdigos BR) nos meios sélidos B&B (BB) e Aleksandrov (ALMS) sélidos
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Para o ensaio no meio liquido, o fonolito foi adicionado ao meio B&B liquido como
unica fonte de K. A quantidade de K liberada no periodo de incubagdo de 15 dias variou entre
20,2 e 41,1 ppm (Figura 3). Os resultados demonstraram que as concentragdes de K liberadas
no periodo de 15 dias foram maiores do que as do controle, exceto em um isolado que
apresentou valores menores. Dos isolados, oito proporcionaram um teor de K sollvel
significativamente maior no meio de cultura em relagéo ao controle n&o inoculado. Dentre eles,
destacou-se a estirpe BR 11366 de Paraburkholderia, seguida por duas espécies de Rhizobium,
R. tropici e R. dioscoreae, isoladas da rizosfera do tomate e de plantas saxicolas. A estirpe BR
11366 aumentou o pH do meio de cultivo para 7,16, enquanto esta variavel decresceu
acentuadamente no meio contendo as estirpes de R. dioscoreae (pH 4,83) e R. tropici (pH 5,03).
A estirpe NZ17 de Gluconacetobacter aumentou o pH para 7,06, enquanto as demais estirpes
mantiveram o pH entre 6,20 e 6,77.

Figura 3- Potassio solubilizado (ppm) e variagdo do pH em meio B&B liquido (pH 6,5)
inoculado por 15 dias com os treze isolados com 0 melhor indice de solubilizag&o.
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Fonte: Do Autor (2024)

5.3 Inoculacédo do milheto com bactérias solubilizadoras de K sob doses baixa e alta

de K na forma de fonolito

As plantas de milheto foram inoculadas com seis estirpes isoladas neste estudo,

juntamente com seis estirpes de Paraburkholderia spp., provenientes do Centro de Recursos
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Bioldgicos Johanna Ddobereiner. A selecdo dessas estirpes foi baseada em critérios
taxondmicos, visando a exclusdo de potenciais organismos oportunistas, além da avaliacdo dos

resultados de solubilizacdo em meio sélido.

Os efeitos da inoculacdo demonstraram-se significativos para o aumento da massa seca
tanto da parte aérea quanto das raizes, com niveis de significancia de 7% e 1%, respectivamente
(Quadro 1). Ao considerar exclusivamente o fator inoculagdo, a estirpe BR 3487 de
Paraburkholderia tuberum destacou-se como a mais eficaz na promo¢éo do acimulo de massa
seca na parte aérea do milheto, apresentando diferenca estatisticamente significativa em relacéo
ao tratamento ndo inoculado (Figura 4). Outras estirpes analisadas ndo apresentaram respostas
diferenciadas em relacdo & BR 3487 e ao controle. No que se refere ao acimulo de massa seca

nas raizes, a inoculagdo com a estirpe BR 11897 de Paraburkholderia kururiensis resultou no

melhor desempenho, diferenciando-se dos tratamentos inoculados com as estirpes NZ4, NZ11
e NZ17 (Figura 5).

Tabela 2- Resumo da analise de variancia das variaveis massa seca da parte aérea e massa seca
das raizes de plantas de milheto inoculadas com bactérias solubilizadoras de potassio
sob baixa e alta dose de K (40 e 400 kg ha).

Fonte de variacdo  Graus de Parte aérea Raizes

liberdade Somade Valor Somade ValorP

quadrado P quadrado

Dose de K 1 2,84 0,19 0,13 0,75
Inoculacéo 12 1,79 0,07 2,94 0,01
Blocos 3 0,06 0,98 5,98 0,09
Dose de K x

Inoculacéo 12 0,90 0,55 0,91 0,54
CV% Dose de K 21,76 9,52
CV% Inoculagédo 9,51 9,12

Fonte: Do Autor (2024)
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Figura 4 - Massa seca da parte aérea de plantas de milheto inoculadas com solubilizadoras de
K em condicBes de baixa e alta dose de K (40 e 400 kg ha?). Os resultados
apresentados sdo independentes da dose, ou seja, as médias representam a média das
repeticdes de todos os tratamentos inoculados com um dado isolado bacteriano,
independentemente de estar ou ndo em baixa ou alta dose de K. Letras diferentes
indicam significancia pelo teste de Tukey a 95% de probabilidade. CNI: controle ndo

inoculado.
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Figura 5- Massa seca das raizes de plantas de milheto inoculadas com bactérias solubilizadoras
de K em condicBes de baixa e alta dose de K (40 e 400 kg ha?). Os resultados
apresentados sdo independentes da dose, ou seja, as médias representam a média das
repeticdes de todos os tratamentos inoculados com um dado isolado bacteriano,
independentemente de estar ou ndo em baixa ou alta dose de K. Letras diferentes
indicam significancia pelo teste de Tukey a 95% de probabilidade. CNI: controle ndo

inoculado.
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Ao considerar as variacdes nos niveis de doses de potassio (K), a inoculacdo do milheto
com as estirpes BR 3487 de P. tuberum e NZ11 de Arvibacter aurantiibacter resultou em um
acumulo de massa seca da parte aérea significativamente superior em comparagdo ao controle
ndo inoculado (p < 0,07) (Figura 6). As demais estirpes apresentaram resultados ambiguos, ndo
demonstrando diferencas significativas em relacdo ao controle nem as estirpes mais eficazes, o

que torna os dados sobre o seu efeito inconclusivos.

Ao comparar a massa seca da parte aérea sob condi¢coes de alta e baixa disponibilidade
de K para a mesma estirpe, observou-se que os resultados obtidos na menor dose de inoculagéo
foram equivalentes aos da maior dose. Em contrapartida, as plantas do controle ndo inoculado
mostraram um desempenho inferior na menor dose. Esses achados indicam que a inoculacdo
contribuiu para compensar a menor fertilidade em K. Adicionalmente, ndo foram observadas
diferencas significativas na massa seca da parte aérea na maior dose de K. Por fim, a inoculacéo

ndo exibiu efeito significativo sobre a massa seca das raizes (Figura 7).
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Figura 6- Massa seca da parte aérea de plantas de milheto inoculadas com bactérias
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6. DISCUSSAO

O processo de isolamento e caracterizagdo de bactérias solubilizadoras de potassio
(BSK) foi conduzido em trés etapas distintas. Inicialmente, foi realizada a sele¢do priméaria em
meio s6lido, utilizando o meio de cultura Aleksandrov, conforme estabelecido por Aleksandrov
et al. (1967) e modificado na formulagdo proposta por Hu, Chu e Guo (2006). As selecdes
secundaria e terciaria ocorreram em meio B&B, conforme descrito por Basak e Biswas (2010),
e modificado por Rossi et al. (2024). Tradicionalmente, a identificacdo primaria de BSK ocorre
em meio Aleksandrov, baseando-se na formagdo de um halo translicido ao redor da coldnia
bacteriana, o que indica a solubilizagcdo do mineral potassico. Metodologias semelhantes sdo
empregadas na solubilizacdo de outros nutrientes, como fosforo e zinco (Nautiyal, 1999;
Ribeiro et al., 2020). A confirmagéo da solubilizacdo em meio B&B foi realizada devido ao
risco potencial de selecdo de falsos positivos em meios contendo outras fontes de nutrientes,

como CaCOs e CasPOg, que, ao serem solubilizados, também geram halos (Rossi et al., 2024).

Ap6s a primeira selegdo, foram obtidos 34 isolados com caracteristicas
macromorfologicas distintas. Apds esta segunda selecdo, apenas 12 dos 34 isolados
demonstraram a formacao de halos proeminentes, corroborando a presenca de falsos positivos
no meio de cultura Aleksandrov, que € comumente utilizado para este propdsito. Dos 12
isolados avaliados, oito promoveram aumentos significativos no teor de potassio solivel em
meio liquido, com incrementos entre 116% e 341% em relagcdo ao controle ndo inoculado. A
estirpe com maior capacidade de solubilizacdo de K em meio liquido foi identificada como BR
11366 (Paraburkholderia tropica Ppe8T), com uma concentracio de 46,33 mg L de K soltvel.
Esta estirpe, proveniente do CRB-JD, integra um consorcio bacteriano utilizado como
inoculante em cana-de-acucar (Oliveira et al., 2006; Reis et al., 2009) e ja foi descrita
anteriormente como uma eficiente solubilizadora de outras rochas potassicas (Rossi et al.,
2024).

Embora indices de solubilizacdo possam ser calculados com base nos diametros do halo
e da colonia, a etapa subsequente geralmente envolve a avaliagdo em meio liquido,
proporcionando uma andlise quantitativa do potencial de cada isolado. Exemplos de estudos
gue seguiram este protocolo para isolamento e caracterizacao de bactérias solubilizadoras de K
incluem Sarikhani et al. (2018) e Meena et al. (2015). Zhang e Kong (2014) e Bakhshandeh et
al. (2017) investigaram 12 estirpes de bactérias isoladas da rizosfera de kharif, constatando que
estas possuiam capacidade de solubilizacdo de residuos de mica, moscovita e biotita tanto em

meio s6lido quanto em meio liquido.
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A solubilizacdo de K por estirpes como NZ4, NZ20 e NZ17 (Nguyenibacter sp.),
isoladas da rizosfera do tomateiro e de plantas saxicolas apresentou resultados semelhantes aos
da BR 11366. O cultivo dessas estirpes resultou em disponibilizacGes de 41,14, 35,83 e 35,78
ppm de K, representando aumentos de 292%, 241% e 241% em relagdo ao controle néo
inoculado, bem como 89%; 77% e 77% em comparagdo com BR 11366. Ambas as estirpes BR
11366 e NZ17 (Nguyenibacter sp.) demonstraram um leve aumento do pH do meio de cultura,
elevando-se de 6,5 para 7,16 e 6,95, respectivamente. Em contraste, as estirpes de Rhizobium
tropici e R. dioscoreae resultaram em uma diminuicdo do pH para 5,03 e 4,83, respectivamente.
A reducéo do pH observada nas BSKs do género Rhizobium foi previamente relatada por Meena
et al. (2015), bem como em BSKs de outros géneros (Meena et al., 2015; Anjanadevi et al.,
2016; Qureshi et al., 2017).

A acidificacdo do meio inoculado com Rhizobium pode ser atribuida a producdo de
acidos organicos e inorganicos (Etesami et al., 2017), enquanto a leve alcalinizacdo sugere a
acdo de outros fatores. Raji e Thangavelu (2021) relataram que as bactérias solubilizadoras de
K e P produzem diferentes acidos organicos, como acidos acetico, citrico, fumarico, gluconico,
oxalico e tartérico, os quais resultam na diminuicdo do pH do meio. Por sua vez, o aumento do
pH pode ser associado a producdo de amonia e outros metabodlitos decorrentes da morte e
proteolise das células microbianas durante periodos prolongados de incubacdo. Resultados
semelhantes foram observados por Buragohain et al. (2018) apo6s 40 dias de incubacdo do
solubilizador de K, atribuindo-se o aumento do pH a presenca e dissolucao de impurezas como
CaCOs e MgCO3 em minerais de mica. Estes achados séo relevantes, uma vez que a acidolise
é geralmente considerada o principal mecanismo de solubilizacdo de K (Etesami et al., 2017).
O resultado oposto para a maioria das estirpes indica que um mecanismo alternativo pode estar
em acdo. Outra possibilidade é que a acidificacdo e disponibilizacdo do K tenha ocorrido nos

primeiros dias de crescimento microbiano visto que algumas estirpes de Paraburkholderia spp.

podem ter diferentes reacdes de pH em meio de cultivo ao longo do periodo de crescimento.
Isso podera ser avaliado em estudos futuros, fazendo o monitoramento do pH ao longo do

periodo de incubacao.

Estudos anteriores sugerem que a eficiéncia das bactérias solubilizadoras de K se
manifesta ndo apenas in vitro, mas também quando inoculadas em plantas (Liu et al., 2006;
Meena et al., 2015). No que diz respeito ao experimento de inoculagédo do milheto com os
isolados e estirpes selecionados, ndo foram observadas diferengas estatisticamente

significativas no acumulo de massa seca da parte aérea entre 0s tratamentos expostos a uma alta
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dose de potassio (400 kg ha?) (p < 0,05). No entanto, diferencas significativas foram observadas
com a aplicagdo de uma baixa dose de potassio (40 kg ha™) (p < 0,07), embora ndo tenha sido
registrada resposta na massa seca das raizes. Os principais destaques, desconsiderando as
diferencas nas doses de K, foram a estirpe BR 3487 de P. tuberum para a parte aérea e a estirpe
BR 11897 de P. kururiensis para as raizes. Ao analisar as respostas dentro do nivel da menor
dose de K (40 kg ha), as melhores respostas foram observadas com a inoculagio de um isolado
da rizosfera do tomateiro, identificado como Arvibacter aurantiibacter (NZ11), e a estirpe BR
3487 de Paraburkholderia tuberum, isolada de nddulos da leguminosa Aspalathus carnosa, na
Africa do Sul (Elliot et al., 2007). As inoculacdes de A. aurantibacter (NZ11) e P. tuberum BR
3487 resultaram em aumentos de biomassa de 28,4% e 31%, respectivamente. Apesar de ambas
as estirpes terem promovido o aumento da biomassa na parte aérea, ndo se mostraram eficientes
na solubilizagdo de K conforme os testes em meios de cultura previamente discutidos. Esses
resultados, em conjunto, sugerem que a promoc¢ao do crescimento pode ter sido decorrente de

um mecanismo distinto da solubilizacdo de K, como a melhoria na eficiéncia do uso de K.
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7. CONCLUSOES

A aplicacdo de microrganismos representa uma abordagem promissora para aumentar a
disponibilidade de potassio para as plantas, especialmente em condi¢fes de baixa
disponibilidade de nutrientes e na presenca de rochas de baixa solubilidade, como o fonolito.
Embora diversas estirpes tenham demonstrado capacidade de disponibilizar K soluvel a partir
do fonolito em meios solido e liquido, as estirpes com maior eficiéncia na solubilizacdo ndo
foram as mesmas que resultaram em um maior acumulo de massa seca na parte aérea do
milheto. Isso sugere que o efeito promotor sobre o crescimento vegetal pode ser atribuido a
mecanismos distintos da simples solubilizacdo de K. As estirpes que se destacaram na
solubilizacdo em meio liquido foram a BR 11366 de Paraburkholderia tropica, além de duas
estirpes do género Rhizobium. Por outro lado, os isolados que melhor favoreceram o
crescimento das plantas sob baixa dose de K (40 kg ha) foram uma estirpe de Arvibacter sp.
(NZ11) e uma estirpe de Paraburkholderia tuberum (BR 3487).
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