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RESUMO - O setor agricola no pais vem ganhando espaco devido a sua contribui¢ao no
desenvolvimento econdmico nacional. Grande parte dos solos brasileiros possui baixa
disponibilidade de nutrientes essenciais para o crescimento de plantas, principalmente de
fosforo (P). Microrganismos solubilizadores de fontes naturais tais como, as rochas, sdo
essenciais para uma maior disponibilidade de fosforo (P) inorganico para a planta. O objetivo
deste estudo foi avaliar a atividade das enzimas fosfatases acidas e alcalinas, em Latossolo
Vermelho distrofico, fase cerrado, cultivado com milheto, adubado com fosfatos de rochas e
inoculado com cinco bactérias solubilizadoras de P. O ensaio foi conduzido em casa de
vegetagdo, com 29 tratamentos diferenciados, utilizando-se trés fontes de fosforo (super
triplo, rochas Araxa e Itafés) e cinco estirpes de bactérias, formuladas com os veiculos
carboximetilcelulose (CMC) e carvao ativado (CA). Apos cinquenta dias foram realizadas
analises em laboratorio. A atividade da fosfatase acida foi mais elevada que a da alcalina. D
diferencas significativas (p<0,05) entre os tratamentos indicam que a inoculagdo de bactérias
nas rochas Itafés e Araxd pode aumentar a produgdo de enzimas fosfatase, disponibilizando
fosforo no solo.

Palavras-Chave: fosfatases acidas e alcalinas, fosfatos de rochas, bactérias, solubilizacao.

Introducio

Atualmente o cendrio do agronegdcio brasileiro ¢ o de crescimento de demanda de
graos, devido ao aumento do crescimento populacional (MAPA, 2010). O milheto
(Pennisetum glaucum) ¢ a espécie mais difundida no Brasil, por suas caracteristicas
agrondmicas de alta resisténcia a seca, adaptacdo a solos de baixa fertilidade, crescimento
rapido e boa produgdo de massa e graos. Tem-se apresentado como uma das melhores opgdes
de cobertura de solos em areas de plantio direto no Brasil. (NETTO, 2004).

Na maioria dos solos, o P ¢é considerado um dos nutrientes mais limitantes a
produtividade dos agroecossistemas (AE et al., 1990). O ciclo do P, diferentemente dos ciclos

do C, N e S (Carbono, Nitrogénio e Enxofre), envolve reagdes de equilibrio entre os
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compostos organicos e inorganicos do solo (DUXBURY et al., 1999). O P que ¢ absorvido
pelas plantas, varia em decorréncia dos mecanismos fisico-quimicos que ocorrem no solo, tais
como a deplecao de P pelas raizes das plantas, imobilizagdo e mineralizacdo das fragdes
organicas e adsor¢do e dessorcao das fragdes inorganicas (SAYAL; DE DATTA, 1991).

As enzimas possuem propriedades cataliticas utilizadas, direta ou indiretamente, pelo
homem ha milhares de anos, sendo reconhecida apenas em meados do século XIX. Desta
forma, a ciclagem de nutrientes de origem microbiana ¢ mediada por enzimas da microbiota,
no qual ¢ importante para a quantidade que ¢ disponibilizada as plantas (SAID; PIETRO,
2002).

Pesquisas apontam uma ocorréncia natural de determinadas enzimas que hidrolisam
ésteres e anidridos do acido fosforico, estando, entre elas, a fosfatase alcalina e a fosfatase
acida (ALFENAS, 1998).

Nos vegetais, varios trabalhos mostram que a deficiéncia de P, leva ao aumento da
atividade da fosfatase acida. Desse modo, tal atividade no tecido vegetal tem sido investigada
como resposta da planta a deficiéncia de P, em que a atividade da fosfatase acida esta
correlacionada negativamente com o contetdo de fosfatos nos solos. Fosfatases alcalinas sdo
altamente estaveis a diferentes pHs e temperaturas, e muito similares estruturalmente nos
diferentes tipos de microrganismos (LI et al., 2006). Além das fosfatases alcalinas, o trabalho
de Vicent et al. (1992) sugere que as fosfatases acidas sejam importantes em processos
regulatorios, € que elas constituem um grupo diverso de enzimas que utilizam uma variedade
de mecanismos quimicos para acelerar a hidrolise de ésteres-fosfato.

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia de microrganismos
solubilizadores de P em solos cultivados com milhetos e adubados com fosfato de rochas, a

fim de verificar as alteracoes das atividades das fosfatases acidas e alcalinas.

Material e Métodos

O efeito da adubacao a base de fosfatos naturais (rochas) e inoculagdo de bactérias na
cultura do milheto foram avaliados na casa de vegetacdo da Embrapa Milho e Sorgo, Sete
Lagoas, MG. Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeti¢des. Os
tratamentos constituiram-se do solo adicionado de dois fosfatos de rochas naturais Araxa e
Itafés e em alguns tratamentos foram adicionados fosfato super triplo e inoculantes de cinco
estirpes de bactérias solubilizadoras de fosfato: CNPMS B30K, CNPMS B32, CNPMS BI116,
CNPMS B119 e CNPMS B70, utilizou-se como veiculo para aplicagdo dos inoculantes
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carvao ativado (CA) e carboximetilcelulose (CMC), totalizando 29 tratamentos, conforme
descrito na Tabela 1. Para aplicacdo em solo e semente utilizou-se inoculante liquido a base
de culturas puras. As amostras de solo foram coletadas no inicio do florescimento e foram
realizadas andlises das fosfatases acidas e alcalinas.

A determinacao da atividade das fosfatases acidas e alcalinas foi efetuada de acordo
com o método preconizado por Alef et al. (1995). O método fundamenta-se na analise da
concentragdo de p-nitrofenol resultante da hidrolise enzimatica de p-nitrofenil fosfato. A
0,15g de solo foram adicionados tampao pH 6,5 para analise da fosfatase acida e tampao pH
11,0 para analise da fosfatase alcalina. Para ambas as enzimas, foram adicionados 0,12mL p-
nitrofenil fosfato 0,05M com vigorosa homogenizagdo e posterior incubacao durante 1 hora,
com temperatura de 37°C. Adicionou-se, posteriormente, 0,5 mL da solu¢do de reagentes para
colorimétrica. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 8.000g por 5 minutos, foram
realizadas as leituras em espectrofotometro a 400nm. A concentragao de p-nitrofenol presente
em cada amostra foi determinada com base na curva padrio (0;2;5;7,5;10 g de p-
nitrofenol/ml). Os resultados obtidos da atividade das enzimas foram expressos em *g p-
nitrofenol h™' g™ de solo. Os dados foram submetidos 4 anélise de varidncia (ANOVA) e as
médias foram comparadas utilizando-se o teste Tukey a 5% de probabilidade, por meio do

programa SISVAR.

Resultados e Discussio

A atividade da fosfatase acida apresentou maiores valores que a fosfatase alcalina.
NAHAS et al. (1994) observaram que o nimero de fungos que produziram a fosfatase acida
no solo, superou em 150% o de produtores da fosfatase alcalina. Identificaram ainda, que os
fungos e as bactérias possuem maior atividade da fosfatase acida. Os resultados das andlises
estatisticas para atividade das fosfatases acidas e alcalinas mostraram que houve diferengas
significativas (p<0,05) em func¢do das bactérias inoculadas nas rochas.

Para a atividade da fosfatase acida o tratamento 6 quando comparado ao tratamento 8
apresentou maiores valores, observando-se que o inoculante CNPMS 30K foi o que ocasionou
maior producdo de fosfatase no solo com fosfato de Araxa, utilizando-se como veiculo o
CMC. Para a atividade da fosfatase alcalina verificou-se que o tratamento 13 apresentou
maior variagdo quando comparado ao 2, mostrando que a atividade da fosfatase alcalina foi
eficiente na presenca do inoculante CNPMS B70, utilizando-se rocha Itafos e veiculo CMC.
Rojo et al. (1990) verificaram que a fosfatase acida predomina em solos 4cidos e a fosfatase

alcalina em solos alcalinos.
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A atividade da fosfatase acida foi maior no tratamento 19 quando comparado ao
tratamento 2, evidenciando que o inoculante CNPMS B116 foi eficiente na produgdo de
fosfatase acida, utilizando-se como veiculo o CA, observando-se que no tratamento 2 quando
havia super triplo, com a mesma rocha (Araxd) e sem inoculante os valores foram
significativamente menores. Isso indica que ocorreu diferenca entre o tratamento com
inoculagcdo de B116 e o ndo inoculado com bactérias. A atividade da fosfatase alcalina foi
maior no tratamento 7 quando comparado ao 27, utilizando-se 0 mesmo inoculante CNPMS
B32, mostrando que quando o solo foi adubado com fosfato de Itafos e super triplo, utilizando
o veiculo CA, o inoculante ndo apresentou boa capacidade de producdo de fosfatase. A
diminui¢do da atividade das fosfatases acidas e alcalinas foram evidenciadas nos tratamentos
adubados com super triplo, com maior teor provavel de P soltivel no solo. Williams e David
(1976) observaram que o numero de microrganismos nos solos adubados com super triplo foi
reduzido devido a presenca de cadmio neste adubo.

Para andlise da atividade da fosfatase acida o tratamento 12 apresentou valores
maiores em relagdo ao tratamento 24, isto se deve ao fato de que o inoculante CNPMS B32
foi eficiente na producao de fosfatase na presenga de fosfato de Itafos, utilizando-se como
veiculo o CMC, mostrando que no tratamento 24 o inoculante CNPMS B116 apresentou
baixos valores de producdo desta enzima. Nahas et al. (1994) verificaram que o nimero de
fungos produtores de fosfatase 4cida no solo, superou em 150% o de produtores de fosfatase
alcalina, constataram ainda que os fungos e as bactérias possuem maior atividade da fosfatase
acida e alcalina, respectivamente.

Os tratamentos 19, 16, 12 17 e 15 apresentaram maiores valores da atividade da
fosfatase alcalina quando comparado aos tratamentos 29, 18, 24, 1 e 9, observando-se que os
inoculantes CNPMS B116, B30K, B32, e B119 apresentaram alta producao de fosfatase em
fosfato de rocha Araxa e Itafos, utilizando veiculos CA e CMC, respectivamente. A
diminui¢cdo da atividade da fosfatase alcalina verificada nos tratamentos ocorreu devido as
combinacdes dos inoculantes juntamente com os veiculos, adi¢do de super triplo e rochas
fosfaticas. Tais resultados, provavelmente, se devem ao fato de que a solubilizagdo por
inoculos depende da granulometria do fosfato ou de sua origem, sendo os fosfatos de rocha de
origem sedimentar mais solaveis do que os fosfatos de origem ignea ou metamorfica
(HAMMOND et.al., 1986).

A atividade da fosfatase 4cida apresentou maiores valores nos tratamentos 10, 9, 5 e
17 quando comparado aos tratamentos 27, 16 e 28, indicando que os inoculantes CNPMS

B119 e B116 foram mais eficientes na producao de fosfatase, utilizando-se como veiculo o
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CMC, mostrando que a analise de variancia nos tratamentos com valores inferiores se deram
devido a adubacao com super triplo, utilizando como veiculo CA e diferentes inoculantes.
Para atividade da fosfatase alcalina os tratamentos 5, 6, 20, 4, 26, 23, 11, 3, 25, 14, 28, 8, 21 ¢
10 e para atividade da fosfatase &cida os tratamentos 3, 13, 1, 18, 15, 20, 7, 26, 4, 11,25 ¢ 21
nao apresentaram variagdes significativas entre si.

Constatou-se que, a inoculagdo de bactérias nas rochas Itafés e Araxd pode aumentar a
producao de enzimas fosfatase, devido as atividades das fosfatases acidas e alcalinas terem se
diferido dos controles ndao inoculados. Portanto, novos estudos deverdo ser realizados,
objetivando verificar se estas bactérias na cultura do milheto sdo realmente viaveis
economicamente, quando usadas como inoculantes. Tais estudos visam contribuir para a

eliminacao do uso de fertilizantes soltiveis na cultura desta forrageira.
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Figura 1- Variacao fosfatase acida e alcalina.

m Fosfatase alcaling

® Fosfatase acida

i

W3 +6TTY +vd + 1587
Wl +EEd H A+ 1SL7
W3 +EED +V4i + 1597
WI+6TTA+H 4-5¢
WI4STTA+HA-FE
WI+0LG+H1-€EF
WI+TEGHII-TT

VI 0ed+H AT
WI+6TTA+Vi-07
WI+9TTA+Y1-6T
WIH0Ld+VI-8T
WI+TED+HVA-LT
WIHAOES+HVA-ST
JMIH6TTIHA-ST
JNIHITTIH T
JMI+0LT+HI-ET
M+ EETH LT
JMACEDHI-TT
JAS+ETTA+YA-0T
JMS+STTA+YI-6
JNI+DLD+ V-8
IMNI+TED+ VAL
JMHATEL+Y -9
Cg+li-5

Og+v4-r

14+13-¢

WaA+L5-T

og+ 15T

] L]
El# W2 +GTTE +1d + 1567

Tratamentos

12000 71

16000
B0OC T
6000 1
4000 +
2000

7
z
=
[
2
£
@
o
ke
L
=
&
)
=

0

1776



Tabela 1 - Diferentes tratamentos utilizados para avaliagdo da atividade da fosfatase acida e alcalina.

Identificacéo

Tratamentos

1-ST+BO

2-ST+FA

3-ST+FI

4-FA+BO

5-FI+BO
6-FA+B30K+CMC
7-FA+B32+CMC
8-FA+B70+CMC
9-FA+B116+CMC
10-FA+B119+CMC
11-FI+B30K+CMC
12-FI+B32+CMC
13-FI+B70+CMC
14-FI+B116+CMC
15-FI+B119+CMC
16-FA+B30K+CA
17-FA+B32+CA
18-FA+B70+CA
19-FA+B116+CA
20-FA+B119+CA
21-FI+B30K+CA
22-FI+B32+CA
23-FI+B70+CA
24-FI+B116+CA
25-FI+B119+CA
26-ST+FA+B32+CA
27-ST+FI+B32+CA

Super Tripo+sem bacteria

Super Triplo+Fosfato de Araxa

Super Triplo+Fosfato de Itafos

Fosfato de Araxat+sem bactéria

Fosfato de Itafés+sem bactéria

Fosfato de Araxa+B30K+carboximetilcelulose
Fosfato de Araxa+B32+carboximetilcelulose
Fosfato de Araxa+B70+carboximetilcelulose
Fosfato de Araxa+B116+carboximetilcelulose
Fosfato de Araxa+B119+carboximetilcelulose
Fosfato de Itaf6s+B30K+carboximetilcelulose
Fosfato de Itafés+B32-+carboximetilcelulose
Fosfato de Itafos+B70+carboximetilcelulose
Fosfato de Itafés+B116+carboximetilcelulose
Fosfato de Itafos+B119+arboximetilcelulose
Fosfato de Araxa+B30K+Carvao Ativado
Fosfato de Araxa+B32+Carvao Ativado
Fosfato de Araxa+B70+Carvao Ativado
Fosfato de Araxa+B116+Carvao Ativado
Fosfato de Araxa+B119+Carvao Ativado
Fosfato de Itafos+B30K+Carvao Ativado
Fosfato de Itafos+B32+Carvao Ativado
Fosfato de Itaf6s+B70+Carvao Ativado
Fosfato de Itafos+B116+Carvao Ativado
Fosfato de Itafos+B119+Carvao Ativado
Super Triplo+Fosfato de Araxa+B32+Carvao Ativado
Super Triplo+Fosfato de Itafos+B32+Carvao Ativado

28-ST+FA+B119+CA
29-ST+FI+B119+CA

Super Triplo+Fosfato de Araxa+B119+Carvao Ativado
Super Triplo+Fosfato de Itafos+B119+Carvao Ativado

*Atividade das fosfatases acidas e alcalinas em 29 tratamentos diferentes. As médias diferiram pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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