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RESUMO: A comunidade autoctone de fungos
flamentosos de ambientes indspitos como solos
proximos de é&reas de mineragdo desenvolve
mecanismos adaptativos que envolvem a producéo
de diversos metabdlitos de interesse biotecnoldgico.
Objetivou-se avaliar a producéo de acidos orgénicos
como mecanismo de biossolubilizacdo de rochas
silicaticas in vitro por fungos filamentosos isolados
de areas impactadas por mineracdo e entorno.
Foram avaliados nove isolados de fungos
pertencentes a Colecdo de Micro-organismos
Multifuncionais da Embrapa Milho e Sorgo. Cinco
discos de micélio de cada isolado foram transferidos
para em meio MISK suplementado com pé de
glauconito e flogopito como Unica fonte de potassio
(K), e incubados durante 14 dias sob agitacdo de
100 rpm a 28° C. Apéds, as culturas foram
centrifugadas e filtradas para a quantificagdo dos
acidos organicos (citrico, oxalico e latico) dos teores
de Potassio. A producgao de acidos organicos variou
em funcdo da rocha e do isolado de fungo.
Independentemente da rocha, os valores médios
variaram de 13 3,86 mg L-1 a 1400,0 3,86 mg L-1
para acido citrico, 68 3,86 mg L-1 a 329049,0 3,86
mg L-1 para acido latico e 0,54 3,86 mg L-1 a 9,5
3,86 mg L-1 para acido oxalico, sendo os valores
mais elevados observados para o isolado CMSV798
(Penicillium sp.). Houve correlacdo positiva e
significativa entre producdo de &cido orgénico e
liberacdo de K, com maior coeficiente para acido
citrico. Os resultados evidenciam o envolvimento
destes acidos, em particular do &cido citrico, como
mecanismos envolvidos na biodisponibilidade de
nutrientes a partir de rochas silicaticas.

Termos de indexacdo: Rochas potassicas,
mecanismos, biodisponibilizacdo de nutrientes.

INTRODUCAO

A necessidade de aumentar a oferta de
nutrientes para garantir a crescente demanda por
alimentos torna o Brasil cada vez mais dependente
de fertilizantes importados, principalmente os

potdssicos. Este fato implica em acdes que
favorecam bem como a conservacdo dos recursos
minerais locais, a sustentabilidade da agricultura
brasileira, bem como a mitigacdo de impactos
potenciais negativos de fertilizantes sintéticos sobre
0 ambiente (Chaves, 2010; Martins et al., 2008).
Varios estudos demonstram a contribuicdo de
micro-organismos  selecionados eficientes em
solubilizar rochas silicaticas e potéssicas de baixa
solubilidade, enfatizando a importancia dos
processos biolégicos na geracdo de fertilizantes
alternativos e diferenciados (Meena, 2014; Marriel et
al., 2006).

A comunidade autoctone de fungos
flamentosos de ambientes in6spitos como solos
proximos de &reas de mineragdo desenvolve
mecanismos adaptativos que envolvem a produc¢éo
de diversos metabdlitos de interesse biotecnoldgico.
O objetivo deste estudo foi avaliar a producédo de
determinados acidos organicos como mecanismo de
biossolubilizagéo de rochas silicaticas in vitro por
fungos filamentosos isolados de areas impactadas
por mineracéo e de seu entorno.

MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos em
laboratorios da Embrapa Milho e Sorgo, Sete
Lagoas, Minas gerais. Para avaliar a producéo de
acidos organicos e a capacidade de
biossolubilizacdo de Potassio (K), foram utilizados
nove isolados de fungos filamentosos oriundos de
solos da regido do Quadrilatero Ferrifero, MG, pré-
selecionados para biossolubiliza¢éo. Estes isolados
gue estavam preservados a -86° C na colecdo de
Micro-organismos Multifuncionais da Embrapa Milho
e Sorgo (CMMF-CNPMS) foram reativados e
testados quanto & pureza em meio de cultura Agar
Batata Dextrose (BDA), durante sete dias e
identificados via sequenciamento da regido ITS do
rDna (Tabela 1).

Cinco discos de micélio de 8 mm de
diametro de cada isolado foram transferidos para
frascos erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL de
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meio de cultura liqguido MISK (solugdo de O coeficiente de correlacdo entre K e pH
NHsH2P04,10%, 5 mL; CaCl2.2H0 1%, 2 mL; n&o foi significativo, embora a eficiéncia de
MgS04.2H20 1%, 2 mL; FeCls 1%, 1 mL; solubilizacdo tenha apresentado uma associacdo

NazM004.2H20 0,1%; pH 7,0) suplementado com
0,5 % de p6 de Glauconito (Verdete de Abaeté) e
Flogopito, como Unica fonte de potassio. As culturas
foram incubadas durante 14 dias sob agitacdo de
100 rpm, a temperatura de 28° C. Logo apds, foram
centrifugadas e filtradas. Uma aliquota do
sobrenadante de cada cultura foi utilizada para a
quantificacdo dos &cidos orgénicos (&cido citrico,
oxalico e latico) via HPLC (High Performance Liquid
Chromatographic) e dos teores de K por meio de
espectrofotometria de Emissdo Atdmica por Plasma
(ICP).

Delineamento e analise estatistica

O delineamento experimental adotado foi
inteiramente ao acaso, em esquema fatorial 10x2
com trés repeticdes. O controle consistiu do meio
de cultura sem o in6culo, somente com o p6 de
rocha. Os resultados foram submetidos a anélise de
variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas
pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade
utilizando-se o programa SISVAR 5.3®. O teste de
correlacdo de Pearson foi realizado no programa
minitab 14.0.7

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados para teores de Potéassio liberado
no meio de cultura contendo as rochas silicaticas
testadas estdo apresentados na Tabela 2.
Independentemente do tipo de rocha, observou-se
diferenca significativa para o teor de K disponivel
em funcao dos isolados de fungos.

Em relacéo a rocha flogopito, os teores de K
solubilizado variaram de 0,07 a 3,86 3,86 mg L-1,
sendo os valores mais elevados detectados na
presenca dos isolados CMSV 296 - Penicillium sp
(2,22 3,86 mg L), CMSV 200 - T. harzianum (2,85
3,86 mg L), CMSV 798 - Penicillium sp. (3,86 3,86
mg L) ap6s 14 dias de incubacdo. Neste caso, o
isolado CMSV 798 mostrou maior eficiéncia de
solubilizacdo, com incremento de até 338%, em
relacdo ao tratamento controle, sem inoculacao.

Por outro lado, o fungo que apresentou
maior capacidade de solubilizacdo de K a partir da
rocha verdete foi o isolado CMSV 947, identificado
como P. simplicimum, com a liberacdo de até 6,72
3,86 mg L de K no meio, equivalente a 407%
superior em relacao ao controle.

Os teores de K disponibilizados no meio
assemelham-se aos encontrados por Zhang & Kong
(2014) em estudos realizados com estirpes
bacterianas para solubilizacdo da rocha feldspato.
Os autores encontraram 0,59 a 4,4 mg L™" de K ao
final de sete dias de incubacéo.

negativa com o aumento da acidez. (r= -0,10).
Entretanto, houve reducdo nos valores de pH
(p<0,05) do meio, atingindo valores de 2,63 e 2,65
para as rochas verdete e flogopito respectivamente,
na presenca do isolado CMSV 798 (Figura 1).

Estes resultados estdo de acordo com Varios
trabalhos que relatam decréscimos dos valores de
pH durante o processo solubilizacdo a partir da
liberacdo de acidos orgénicos e prétons H+ pelos
micro-organismos (Behera et al., 2014; Meena et al.,
2014).

Os resultados da analise cromatografica
para determinacdo de acidos organicos demonstrou
o potencial de producdo de acido oxdlico, citrico e
latico exibido pelos isolados de fungos filamentosos
analisados. Observou-se variabilidade genética
entre os isolados na capacidade de producdo de
acidos organicos pelos fungos na presenca de
flogopito e verdete (p<0,05) (Tabela 3).

Com relacéo as rochas, o &cido encontrado
em maior concentracao foi o latico, com 271202,8
mg L na presenca de flogopito e 368895,8 mg L7,
na presenca de Verdete.

Entre os isolados avaliados, o isolado
CMSV 798 identificado como Penicillium sp.
destacou-se, sendo o mais eficiente na producéo
dos trés &cidos orgéanicos independentemente do
tipo de rocha. Os resultados apresentados
demonstram que este isolado promoveu um
acréscimo de mais de 1000 vezes nos teores de
acido citrico, sendo potencialmente Gt na
agroindustria.

Observou-se uma correlacdo significativa
entre a producdo de acidos orgénicos e
solubilizacéo de K (r*= 0,51, 0,48, 0,46 para acido
citrico, latico e oxalico respectivamente). Este fato
implica na capacidade de produgdo de &cidos
organicos pelos fungos no processo de
biossolubilizacdo. Houve correlacdo negativa e
significativa entre a producéo de &cidos organicos e
ph para acido citrico (r= -0,34*). Para os demais
acidos esta correlagdo néo foi significativa, embora
também tenha sido observada uma associacdo
negativa. Varios autores apontam para ocorréncia
de acidificagdo do meio por meio da liberacdo de H+
proveniente principalmente da producédo de acidos
organicos (Behera et al., 2014; Meena et al, 2014;
Parmar & Sindhu, 2013).

Como resultado dessa andlise, os fungos
com alto potencial de producédo de &cidos orgéanicos,
como o isolado CMSV 798 — Penicillium sp., podem
ser explorados de diversas formas. Além do
processo de solubilizagcdo como estratégia para
aumentar o valor fertilizante de rochas de baixa
solubilidade os acidos organicos avaliados possuem
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uma gama de utilizacdes biotecnolégicas e o
mercado consumidor é crescente, a busca de fontes
alternativas e de baixo custo para a sua producao
torna-se cada vez mais relevante.

CONCLUSOES

A variabilidade existente entre os fungos
habitantes de ambientes ferruginosos permitiu a
selecdo de isolados com potencial biotecnol6gico de
interesse agroindustrial.

Os acidos organicos avaliados
principalmente o 4cido citrico, participam dos
mecanismos envolvidos na biodisponibilidade de
nutrientes a partir de rochas silicticas, além de uso
potencial em outros setores biotecnolédgicos.
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Tabela 1. Isolados de fungos filamentosos utilizados
para avaliacdo da capacidade de biossolubilizagdo
de Potassio e producgédo de &cidos organicos.

Identificacdo do

isolado (CMMF- Identificagdo no  Ecossistema?

CNPMS) GenBank*!
CMSV 844 Trichoderma harzianum  Mata
CMSV 502 Trichoderma Canga
koningiopsis
CMSV 870 Trichoderma harzianum  Eucalipto
CMSV 200 Aspergillus fumigatus Canga
CMSV 296 Penicillium sp. Eucalipto
CMSV 798 Penicillium sp. Cerrado
CMSV 947 Penicillium simplicimum  Canga
CMSV 250 Penicillium sp. Cerrado
CMSV 733 Mucor fragilis Capim

Tldentificacdo de isolados de fungos filamentosos por
sequenciamento da regido ITS do rDNA pela ferramenta BLAST
N em comparacdo com o material encontrado no GenBank? Area
de coleta dos fungos na mina cérrego do meio, Sabara, MG

Tabela 2. Solubilizacdo de K apés 14 dias de
incubacdo em meio de cultura MISK contendo pé de
rocha Flogopito e Verdete como fonte Unica de K.

Teor de Potéassio

Isolado Flogopito Verdete
____________ mg [ ——
CMSV 250 nd 0,67 a
CMSV 870 0,07 a 1,28 a
CMSYV 844 0,73 a n.d
CMSV 947 0,79 a 6,72 d
CMSV 733 0,98 a n.d
N&o inoculado 1,14 a 1,65b
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Bento Gongalves - RS

CMSV 502 1,45 a 2,49b
CMSV 296 2,22b 1,89 b
CMSV 200 2,85b 0,48 a
CMSV 798 3,86b 4,86 C

As médias seguidas pela mesma letra, na mesma coluna, nao
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

n.d indica que néo foi detectado.
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Figura 1. Variacdo do pH no meio de cultura ap6s 14 dias de incubacdo em meio de cultura MISK
contendo p6 de rocha Flogopito e Verdete como Unica fonte de potassio. Médias com mesma letra
nao diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p<0,05).

Tabela 3. Producdo de acido citrico, latico e oxalico por isolados de fungos filamentosos
em meio MISK suplementados com p6 de rocha Flogopito e Verdete

Acido citrico Acido latico Acido oxalico
(3,86 mg L-1) (mg L) (mg L)

Isolado Flogopito Verdete Flogopito Verdete Flogopito Verdete
CMSV 798 1664,7 a 1228,84 a 271202,8 a 386895,80 a 12,28 a 6,82 a
CMSV 733 451,86b 112,95¢ 872,19 b 228,23 b 0,64 b 0,81b
CMSV 947 271,69c 276,42 b 13,22 b 184,69 b 1,07 b 1,03 b
CMSV 250 259.25¢ 229,4b 31,61b 79,79 b 0,20 b 0,23 b
CMSV 502 215,57c 122,19 ¢ 331,48 b 305,67 b 0,57b 0,87b
CMSV 296 177,46¢ 249,97 b 24,04 b 61,36 b 0,24 b 0,31b
CMSV 200 106,93d 30,03d 133,99 b 124,68 b 0,93b 0,54 b
CMSV 870 34,67d 117,73 ¢ 54,88 b 64,29 b 0,72b 0,94 b
CMSV 844 11,99d 15,36 d 39,05b 97,32b 0,48 b 0,61b
Controle 2,45d 7,58 d 11,38 b 15,75 b 0,66 b 1,72b

As médias seguidas pela mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.



