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Introdução  

Existem crescentes preocupações mundiais, públicas, sociais e científicas sobre 

a utilização disseminada de substâncias químicas sintéticas na agricultura. No entanto, 

para atender uma produtividade de grãos satisfatória nas regiões de cerrado, é 

necessário corrigir a deficiência de nutrientes, em especial a de fósforo e nitrogênio, 

através da utilização destes fertilizantes, o que pode gerar efeitos ambientais negativos 

nas áreas de cultivos, além de representar um custo significativo para o agricultor 

(PROCHNOW et al., 2004). Como o mercado nacional de fertilizante não supre toda a 

necessidade destes fertilizantes, sendo preciso importar grande parte deste adubo 

(OLIVEIRA JÚNIOR et al., 2013), a busca por novos produtos fertilizantes que 

proporcionem à agricultura brasileira uma maior sustentabilidade e autonomia no 

mercado mundial de insumos tem aumentado.  

Dentro desta demanda, insere-se a tecnologia de bioprodutos, baseada na 

produção de produtos comerciais de base biológica que podem ser chamados de 

biofertilizantes ou inoculantes. Os inoculantes microbianos são alternativas atrativas e 

comprovadamente viáveis para vários usos como substitutos parciais ou totais de 

insumos químicos em gramíneas (SILVA et al., 2009; HUNGRIA et al., 2013; 

MALUSÀ et al., 2016).  

Diferentes tipos de microrganismos do solo pertencentes a vários taxa de 

bactérias e fungos colonizam a rizosfera ou os tecidos de plantas e promovem o 

crescimento das plantas (MPCP) (MALUSÀ et al., 2016). O gênero Azospirillum pode 

ser enquadrado como bactérias promotoras do crescimento das plantas, sendo 

encontrado em vários locais (DÖBEREINER; PEDROSA, 1987). Inicialmente, a 

espécie era conhecida como Spirillum lipoferum, sendo, em 1978, proposta a sua 

reclassificação, passando a ser chamada de Azospirillum (TARRAND et al., 1978). A 



 

 

partir disso, descobriu-se a capacidade que estas possuem em fixar biologicamente 

nitrogênio quando associadas com gramíneas como o milho (DÖBEREINER et al., 

1976). 

Os microrganismos solubilizadores de fósforo (MSP) têm a capacidade de 

solubilizar fosfatos naturais, presentes ou adicionados ao solo, e os compostos de baixa 

solubilidade, formados após a adição de fosfatos solúveis. Dessa forma, aumentam a 

disponibilidade de P no solo e contribuem para a nutrição vegetal, aumentando o 

crescimento das plantas e a produtividade das culturas (KUCEY; LEGGETT, 1969; 

KIM  et al., 1998; WAHI; MEHANA, 2000). A utilização de rochas naturais em 

conjunto com microrganismos do solo, como os solubilizadores de fósforo, é uma 

alternativa promissora (OLIVEIRA et al., 2012). 

Ainda com relação ao suprimento de fósforo para as plantas, inoculantes à base 

de fungos micorrízicos arbusculares (FMA) também têm sido desenvolvidos para a 

cultura do milho e outras. Porém, os FMA são difíceis de ser cultivados e aplicados em 

larga escala em culturas anuais como milho. Além disso, FMA são espécie-específicos, 

ou seja, agem somente em plantas hospedeiras, sendo que as condições ambientais irão 

afetar tanto a adaptação da planta quanto do fungo (ANTUNES et al., 2011; 

ZOPPELLARI et al., 2014; MALUSÀ et al., 2012 ). 

Muitos microrganismos do solo têm sido usados como biofertilizantes em 

plantas cultivadas de forma combinada (HUNGRIA et al., 2013), o que tem sido 

chamado de coinoculação ou uso conjunto de MPCP. Alguns trabalhos relatam o efeito 

positivo da combinação de biofertilizantes contendo MSP, FMA e diazotróficos em 

milho (WU et al., 2005; MOHAMED et al., 2014).  

Muitos MSP do solo têm sido usados como fertilizantes sobre plantas 

cultivadas (BAGYARAJ et al., 2015) em interação com fungos micorrízicos obtendo-se 

efeitos sobre o crescimento das plantas, Agrobacterium sp. e Pseudomonas sp., que, 

quando inoculadas nas sementes de milho juntamente com fungos micorrízicos, resultou 

em aumento de matéria seca e absorção de fósforo. Vários outros trabalhos relatam a 

interação entre inoculantes contendo MSP, com os micorrízicos e outros contendo 

diazotróficos, por exercerem ações cooperativas (BAREA et al., 2005; BAGYARAJ et 

al., 2015). 

No entanto, o uso de inoculantes mistos com microrganismos inoculados 

conjuntamente tem sido ainda pouco estudado com relação aos benefícios e efeito no 

solo. 



 

 

No solo, as alterações microbianas, pelas diversas populações que nele 

ocorrem, assim como suas distintas reações químicas, podem ser transformadas sempre 

que esse ecossistema sofre algum tipo de interferência. Segundo Parkin et al. (1996), a 

atividade biológica do solo pode ser definida como toda relação bioquímica catalisada 

pelos organismos do solo. As avaliações destas atividades poderiam ser úteis para 

avaliar a saúde e a qualidade dele. As enzimas são mediadoras do catabolismo biológico 

dos componentes orgânico e mineral do solo. A atividade enzimática do solo possui as 

características de ser relacionada com a matéria orgânica, com as propriedades físicas e 

com a atividade e biomassa microbiana e ser um claro indicador de mudanças na 

qualidade dele (ARAÚJO, MONTEIRO, 2007). Dentre estas enzimas, se encontram 

aquelas envolvidas na ciclagem de N no solo, como as ureases e arginases 

(TABATABAI; FU, 1994). A função da urease está associado à utilização de nitrogênio 

a partir da hidrólise da ureia derivada do catabolismo da arginina, que é a principal 

forma de armazenamento de nitrogênio em sementes e, que por sua vez, é degradada em 

ornitina e ureia pela arginase (SILVA, 2012). A análise da atividade desta enzima é de 

suma importância, uma vez que através dela pode-se chegar a conclusões acerca dos 

efeitos da adição de resíduos vegetais e às práticas de adubação no solo (DICK et al., 

1996). 

Esse trabalho teve o objetivo de avaliar a eficiência da combinação de 

microrganismos solubilizadores de fósforo, Azospirillum e fungos micorrízicos no 

cultivo de milheto, bem como a qualidade enzimática do solo em relação a ciclagem de 

nitrogênio.  

 
Material e Métodos 
 

O experimento foi conduzido em casa de vegetação na Embrapa Milho e 

Sorgo, em Sete Lagoas-MG (19 28’S e 44°15’W), com sementes de milheto 

(Pennisetum glaucum), variedade BRS 1501. Vasos de 5 kg foram preenchidos com 

solo de cerrado natural não desinfestado. Foram utilizados 4 repetições e 25 tratamentos 

constituídos da combinação de 7 tipos de inoculantes, o tratamento sem inoculação e 3 

fontes de adubação fosfatada, além de um tratamento controle sem adubação fosfatada 

(PO), e sem nenhum tipo de inoculante (EO). Como inoculantes, foram utilizadas duas 

cepas de Bacillus misturadas, denominadas (E1); duas cepas de Azospirillum, 

denominadas (E2) e duas cepas de fungo micorrízico arbuscular, denominadas (E3), e as 



 

 

coinoculações de E1+E2, E1+E3 e E2+E3 e E1+E2+E3. Estes microrganismos 

pertencem à coleção de microrganismos de Embrapa Milho e Sorgo. Os tipos de 

adubação fosfatada consistiram nas fontes de fósforo (P) com diferentes graus de 

solubilidade de P: fosfato de rocha Araxá (FA); superfosfato triplo (ST) e a mistura das 

duas fontes (ST+FA). 

O delineamento experimental utilizado foi de blocos inteiramente casualizados, 

com quatro repetições, totalizando 100 parcelas experimentais. 

Para preparo dos inoculantes, as bactérias foram reativadas em placas de Petri 

contendo meio de cultura sólido. Posteriormente, cada estirpe foi transferida para 

cultivo em caldo de soja tripcaseína, à temperatura de 29 °C, sob agitação de 350 rpm. 

Após 72 h de crescimento, os inóculos foram centrifugados por 10 minutos, a 6000 rpm. 

As suspensões bacterianas foram ressuspendidas em solução salina [0,85% (m/v) NaCl] 

e ajustadas para a absorbância igual ou superior a 1, em comprimento de onda de 550 

nm, correspondente a concentração de 109 células mL-1. O inoculante com fungo 

micorrízico foi preparado com uma suspensão de esporos em casca de arroz. Foram 

semeadas 20 sementes de milheto peletizadas (goma de fécula de mandioca + carvão 

vegetal moído). A inoculação ocorreu após a semeadura das sementes pipetando 2 mL 

de inoculante bacteriano e 50 g de fungo micorrízico arbuscular em cada vaso. 

 

Aos dez dias após a semeadura, efetuou-se o desbaste, deixando-se 8-10 

plantas vaso-1. Na coleta, aos 40 dias após a germinação, na fase de pré-florescimento, 

cortou-se a parte aérea das plantas e coletou-se solo para análise química e teor de 

nutrientes na planta. Também foram coletadas amostras de solo rizosférico para a 

realização de análises das enzimas arginase e urease. As atividades enzimáticas da 

urease e da arginase foram realizadas segundo o método de reação colorimétrico 

descrito por Kandeler e Gerber (1988) e Alef e Kleiner (1986), respectivamente. Os 

dados enzimáticos obtidos foram expressos em µg N-NH4+ h-1g-1 substrato. 

Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e as médias 

foram comparadas utilizando-se o teste Scott Knott a 5% de probabilidade, por meio do 

programa SISVAR (FERREIRA, 2011). 

 
 
Resultados e Discussão 



 

 

Não ocorreu diferença significativa para os valores de massa seca da parte 

aérea (MSPA) de milheto entre a maioria dos tratamentos inoculados e não inoculados 

(Figura 1). O valor da MSPA variou de 0,85g/vaso a 52,6g/vaso sendo o menor e o 

maior valor no milheto cultivado sem adição de fósforo (controle) e com superfosfato 

triplo (ST), respectivamente. Apenas o tratamento com a inoculação do microrganismo 

solubilizador de fosfato (1/2ST+1/2FA+E1) proporcionou ganho significativo de massa 

seca do milheto adubado com a mistura dos fertilizantes (Figura 1).  

Figura 1. Matéria seca da parte aérea de milheto (g/vaso) inoculado com microrganismos solubilizadores 
de fosfato (E1); Azospirillum (E2) e fungo micorrízico arbuscular (E3), coinoculados em combinações 
mistas duplas e triplas e o tratamento controle, onde não foi adicionado adubação fosfatada (PO) e nem 
inoculante (EO). As fontes de fósforo utilizadas na adubação foram: fosfato de rocha Araxá (FA); 
superfosfato triplo (ST) e a mistura das duas fontes (ST+FA). Valores médios de 4 repetições seguidos de 
mesma letra não diferem entre si pelo teste de média Scott Knot, p>0,05. 
 

Ocorreu diferença significativa entre os tratamentos avaliados dos valores da 

atividade da enzima arginase, em solo rizosférico de milheto cultivado com diferentes 

tipos de inoculação e fontes de P (Figura 2). Os valores variaram de 6,97 a 24,44 μg N-

NH4+ h-1g-1. Nos tratamentos em que o milheto não recebeu adubação fosfatada e não 

foi inoculado e os adubados com o fosfato de Araxá, sem inoculação e inoculados com 

microrganismos solubilizadores e Azospirillum, apresentaram aumento significativo da 

atividade de arginase em relação aos outros tratamentos. Isso indica que a ausência de 

adubação e o tipo de fertilizante combinados ao tipo de inoculação pode ter alterado a 

atividade dos microrganismos produtores de arginase envolvidos na ciclagem de 

nitrogênio. 



 

 

Figura 2. Atividade da enzima arginase (μg N-NH4
+ h-1g-1substrato) em amostras de solo rizosférico de 

milheto inoculado com microrganismos solubilizadores de fosfato (E1); Azospirillum (E2) e fungo 
micorrízico arbuscular (E3), coinoculados (E1+E2; E1+E3; E2+E3; E1+E2+E3) e tratamentos controle, 
onde não foi adicionado adubação fosfatada (PO) e nem inoculante (EO). As fontes de fósforo utilizadas 
na adubação foram: fosfato de rocha Araxá (FA); superfosfato triplo (ST) e a mistura das duas fontes 
(ST+FA). Valores médios de 4 repetições seguidos de mesma letra não diferem entre si pelo teste de 
média Scott Knot, p>0,05.  

 

Ocorreu diferença significativa entre os tratamentos avaliados dos valores da 

atividade da enzima urease, em solo rizosférico de milheto cultivado com diferentes 

tipos de inoculação e fontes de P. Os valores variaram de 121,8 a 179,05 μg N-NH4
+ h-

1g-1. Isso indica que o tipo de adubação pode ter influenciado na ciclagem de nitrogênio 

(N), por meio desta enzima. 



 

 

Figura 3. Atividade da enzima urease (μg N-NH4
+ h-1g-1 substrato) em amostras de solo rizosférico de 

milheto inoculado com microrganismos solubilizadores de fosfato (E1); Azospirillum (E2) e fungo 
micorrízico arbuscular (E3), coinoculados (E1+E2; E1+E3; E2+E3; E1+E2+E3) e tratamentos controle, 
onde não foi adicionada adubação fosfatada (PO) e nem inoculante (EO). As fontes de fósforo utilizadas 
na adubação foram: fosfato de rocha Araxá (FA); superfosfato triplo (ST) e a mistura das duas fontes 
(ST+FA). Valores médios de 4 repetições seguidos de mesma letra não diferem entre si pelo teste de 
média Scott Knot, p>0,05 

 
Conclusão 

Não ocorreu efeito da coinoculação sobre o ganho de massa do milheto e 

atividade enzimática do solo. Apenas a inoculação com o microrganismo solubilizador 

de fosfato proporcionou ganho significativo de massa seca do milheto adubado com a 

mistura dos fertilizantes.  

A qualidade biológica do solo, em relação à ciclagem de N pela enzima 

arginase, e a urease foi alterada pelo tipo de adubação fosfatada, entretanto é necessária 

a realização de novos experimentos em casa de vegetação, bem como no campo para a 

confirmação desses resultados. 
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