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RESUMO

A atividade metabdlica dos microrganismos é um dos principais processos
reguladores das transformacoes de nutrientes no solo. No entanto, a atividade
microbiana do solo é influenciada por fatores como a disponibilidade de nutrientes,
incluindo o P. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da adiciao de P (de
50 a 500 mg kgl de P no solo) na atividade respiratoria da microbiota e nos teores
de glicose extra e intracelular em um Latossolo Vermelho distréfico fase Cerrado.
As amostras de solo foram avaliadas quanto ao C liberado (C-CO,) pela atividade
microbiana; pelo C organico total e pela glicose extra e intracelular. Durante o
periodo de incubacéo (31 dias), a adi¢cao de P aumentou a atividade respiratoéria
diaria de 6,30 para 23,59 (mg kg!dialde C-CO, no solo), quando comparado com
o controle. No entanto, a relacio entre C-CO, liberado por dia, por unidade de P
adicionado, diminuiu, mostrando uma reducio da eficiéncia na utilizacido do P
adicionado. O teor de glicose extracelular no solo foi menor do que o encontrado
intracelularmente. Ao final de 31 dias de incubacéo, o teor de glicose intracelular
reduziu-se em decorréncia da adicédo de P no solo, sugerindo maior consumo de
glicose pelos microrganismos nas condicdes de adicido do nutriente. Houve
correlacdo negativa (r= -0,98, p <0,01) entre a respiracido diaria e a glicose
intracelular. Aos 31 dias de incubacéo, o CO total do solo diminuiu com a adicao de
500 mg kg'! de P no solo. A estreita relacio entre o aumento da atividade e a
diminuicao de glicose intracelular sugere que a resposta da microbiota a adigéo de
P pode estar associada ao contetido do agtiicar no solo.

Termos de indexacgao: glicose, carbono organico, respiragdo do solo, fésforo,
Cerrado.
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SUMMARY: RESPIRATORYACTIVITY OF SOIL MICROBIOTA AND GLUCOSE
CONTENT IN RESPONSE TO PHOSPHORUS ADDITION IN
CERRADO SOIL- BRAZIL

Metabolic activity of microorganisms is one of the main processes of control on the nutrient
transformation in soil. However, the activity of the soil microbiota is affected by various
factors such as the available nutrients, including phosphorus. The present work had as objective
to show an approach of the effect of phosphorus addition (50 to 500 mg kg P of dry soil) on the
respiratory response of soil microbiota and the amount of extra and intracellular glucose in
typic acrustox of Cerrado.The following analyses were carried: amount of C-COsevolved; total
organic carbon e; extra and intracellular glucose in soil. During the incubation for 31 days, the
respiratory activity (daily activity) increased in 6,30 to 23,59 with phosphorus addition, when
compared to the control. However, the ratio between the daily carbon evolved (C-CO,) and the
added phosphorus decreased, showing a reduction of the efficiency of nutrient utilization. The
amount of the extracellular glucose was very smaller than the intracellular glucose. At end of
31 days of incubation, the amount of glucose decreased due to phosphorus addition, showing
the consumption of sugar by microorganisms under experimental conditions. Negative
metabolic correlation (r=-0.97, p<0.01) between the daily respiration and the intracellular
glucose was shown. The soil organic carbon decreased only in the treatment with 500 mg P kg
lof dry soil, being other treatments similar to the control. The strong relation between an
increasing of microorganism activity and a decreasing of intracellular glucose occurred,
suggesting that the response of soil microbiota to phosphorus addition can be associated to the

intracellular glucose content.

Index terms: Glucose, organic carbon, soil respiration, phosphorus, Cerrado.

INTRODUCAO

O metabolismo microbiano é um dos principais
processos reguladores da transformacio de nutrientes
no solo. Entre as formas de avaliacao da atividade
metabolica da microbiota do solo, destaca-se a
quantificag¢do de C pela liberagéo de CO4, conhecida
por respiracéo do solo (Stotzky, 1965). No entanto, a
atividade dos microrganismos esta estritamente
relacionada com fatores ambientais, como
temperatura, umidade, pH, matéria organica e
nutrientes (Stotzky & Norman, 1961; Atlas & Bartha,
1993). Em particular, o N e o P sdo os principais
nutrientes exigidos no metabolismo devido as
demandas estruturais e funcionais das células (Sylvia
et al., 1999).

Varios pesquisadores tém relatado que o P é o
principal nutriente limitante no solo devido a sua
baixa disponibilidade (Ilstedt & Singh, 2005;
Gnankambary et al., 2008). Os estudos focalizaram
inicialmente as informacoes sobre a aplicacio de P no
solo com a produc¢io de matéria seca das plantas, sendo
poucos os associados a resposta metabdlica da
microbiota do solo (Nziguheba et al., 1988; Cleveland
et al., 2002; Ilstedt et al., 2003). Além disso, sabe-se
que a atividade dos microrganismos depende da
quantidade e qualidade da matéria organica do solo e
da disponibilidade de nutrientes (Cleveland et al., 2002;
Ilstedt et al., 2007; Gnankambary et al., 2008).
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Atualmente, relatos importantes tém sido feitos a
respeito da necessidade de se conhecer a resposta
metabdlica (liberagédo de CO,) do solo em decorréncia
da preocupacao com o aquecimento global. Trabalhos,
como de Edward et al. (2007) e Mondini et al. (2007),
tém mostrado a importancia da adi¢édo de nutrientes
no solo com relagéo a liberagido de CO, diéxido de C.
Além disso, o estudo das exigéncias nutricionais dos
microrganismos deve ser prioridade nas relagoes dos
processos bioldgicos nos ecossistemas, a exemplo do P
(Porder et al., 2007; Qiu et al., 2007; Gnankambary
et al., 2008).

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da
adicio de P na resposta respiratéria da microbiota do
solo e nos teores de glicose extracelular e intracelular.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada com amostra de um
Latossolo Vermelho distréfico localizado na Fazenda
Experimental (Fazenda do Gloria), em area pertencen-
te ao Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal de Uberlandia, em janeiro de 2007. A amos-
tra foi obtida no periodo das chuvas, na regido de
Uberlandia. Na area, a vegetacdo predominante
era de gramineas com destaque para as espécies
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pertencentes ao género Brachiaria. Subamostras fo-
ram realizadas numa area de 600 cm?2 (30 x 20 cm)
por 10 cm de profundidade.

No laboratério, a amostra de solo foi passada em
peneira com malha de 3,35 mm. Uma subamostra
de 100 g foi seca em estufa a 70 °C por 24 h. O solo
seco foi triturado em cadinho de porcelana e enviado
ao Laboratério de Analises de Solos (ICIAG-UFU) para
caracterizacdo quimica (Quadro 1). Foram feitas
ainda caracterizagdes fisicas, determinando-se
umidade conforme Tedesco et al. (1995). A amostra
de solo em condic¢bes naturais (SCN) foi mantida na
geladeira (4 °C) até o dia seguinte, quando foi montado
o experimento com P.

Os tratamentos com P foram instalados em frascos
(% L) de vidro com tampa de vedacdo. Utilizou-se
como fonte de P uma solugédo de Na,HPO,.7TH,0 em
agua destilada. Uma aliquota da solucao foi
adicionada ao solo, acondicionado nos frascos de
incubagao (100 g de SCN) correspondentes de forma a
obter 50, 100, 200, 300, 400 e 500 mg kg'! de P no
solo seco, em duas repeticoes. O tratamento controle
recebeu agua destilada e a umidade do solo foi
corrigida a 22 % (p p'}) em todos os tratamentos. A
temperatura ambiente, durante a realizacdo do
experimento de atividade microbiana, variou de 21,5
a 24 °C, com temperatura média de 23 °C.

Quadro 1. Caracterizacgao fisica, quimica e bioldgica

do soloV

Caracterizaciao Quantidade
Areia (g kg™) 550
Argila (g kg™") 420
Silte (g kg™) 30
Densidade (mg m™®) 1,41
Capacidade de retencdo de 4gua (g kg ) 260
Umidade (%) 9,98
pH (dgua) 5,6
P (mg dm™®) 4,8
K (mg dm™®) 11,0
Ca (cmol, dm™®) 1,1
Mg (cmol, dm™®) 0,7
Al (cmol. dm™®) 0,0
Al+ H (cmol . dm™®) 3,1
Carbono organico (g kg™' de solo) 11,1
Glicose (mg kg™* de solo)(3> <0,01
Respiracio basal (mg C-CO, kg™ de solo dia'l)m 568

@ Amostra de solo coletada a 10 cm de profundidade. Solo clas-
sificado como Latossolo Vermelho distréfico. @ Umidade de-
terminada no mesmo dia da coleta (g g de solo seco). ® Deter-
minada no dia da coleta do solo segundo o procedimento des-
crito no item Material e Métodos deste trabalho. ¥ Respiracéo
determinada num periodo de incubacao de oito dias em tempe-
ratura ambiente e com 60 % de umidade em relagdo a capaci-
dade de campo do solo.
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A atividade microbiana foi avaliada pela
quantifica¢do do CO, liberado, conforme descrito por
Stotzky (1965), com modificaces. Copos descartaveis
(40 mL) contendo 10 mL de hidréxido de s6dio
1 mol L1 foram colocados dentro de cada frasco de
incubagdo para a captura de CO,. Os frascos foram
hermeticamente fechados e mantidos em temperatura
ambiente por 31 dias. A determinagdo do COq liberado
foi realizada no terceiro, décimo, décimo oitavo e
trigésimo primeiro dias apds a instalacdo do
experimento. Apds cada periodo de incubacéo, foram
retirados os copos plasticos dos frascos e, nestes,
colocados 5 mL de BaCly,.2H50 1 mol L1 e algumas
gotas de fenoftaleina 1 %, sendo o excesso de NaOH
titulado com HC1 0,5 mol L'1. Novos copos plasticos
com NaOH foram colocados nos frascos de vidro para
subsequentes periodos de incubacdo. A amostra do
branco foi constituida em frasco sem a porcao de solo.
A quantidade de C liberada, em mg kg'! de C-CO4no
solo seco, foi calculada pela formula:

QC=[(B-A) x M;x My |/ Mg x 2

sendo QC = quantidade de C liberada pelos
microrganismos, em mg kgl de C-CO4 no solo; B =
volume de HCl necessario para titular o excedente de
NaOH da prova em branco; A = volume de HCI
necessario para titular o excedente de NaOH da
amostra; M, = massa atomica do C (12); Myq =
molaridade da solu¢do de HCI 0,5 mol L''; M, = massa
seca do solo incubado (em kg); 2: proporcionalidade de
massa na reacao entre o C liberado, na forma de CO,,
e o consumo de NaOH (Stotzky, 1965).

As analises de CO total foram feitas no inicio do
experimento (Quadro 1) e ap6s 31 dias de incubacéo
em 2 g de solo seco, conforme Tedesco et al. (1995).
Antes da analise, o solo foi homogeneizado e 20 g foram
secos a 70 °C por 48 h.

A glicose foi avaliada pelo método enzimatico
conforme descrito no manual de instrucgées do
fabricante (LABORLAB, Brasil). O método é usado
para determinar o nivel de glicose no soro e plasma
(Henry et al., 1974), sendo feita uma adaptacao para
determinacio do agiicar no solo. A glicose extracelular
foi determinada em 20 g de SCN, sendo a porg¢ao
transferida para Erlenmeyer (125 mL) contendo NaCl
20 mL de 0,5 %. A soluc¢io foi agitada por 20 min em
temperatura ambiente. A glicose intracelular foi
determinada utilizando a mesma por¢do de solo,
lisando as células microbianas pela irradiac¢io no forno
microondas por 2 min (Ferreira et al., 1999). Em
seguida, as células foram agitadas por 20 min em
banho-maria (70 °C). As solugdes das duas fragoes
foram filtradas em papel-de-filtro quantitativo (8 pm)
e centrifugadas a 6.000 g por 10 min.

Uma aliquota de 500 pLL de cada sobrenadante foi
transferida para tubo de ensaio contendo 2,5 mL de
reativo enzimatico (volume total de 3 mL). A dosagem
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de glicose no extrato foi determinada com auxilio de
uma curva-padréo de glicose contendo 0, 5, 10, 50 e
100 pg em 3 mL. Apds 12 min de reacio, foi feita a
leitura em espectrofotometro a 505 nm. Os resultados
foram calculados de forma a obter o teor especifico de
glicose por unidade de solo seco, com o ajuste de
umidade das amostras. A dosagem de glicose foi
determinada no inicio do experimento (Quadro 1) e no
final de 31 dias de incubacio.

O experimento foi realizado segundo um delinea-
mento inteiramente casualizado. Os resultados obti-
dos foram submetidos a andlise de regressio, e as médi-
as comparadas por teste de médias, quando necessa-
rio. Analises de correlacdo foram feitas entre variaveis
para avaliar o grau de associa¢ido das informagoes
obtidas a 5 %. Osresultados de atividade microbiana
do solo, quanto a utilizacdo do P, foram avaliados pela
equacao de Michaelis-Menten (White, 2007):

A= (ApaxP)/(ky +P)

sendo A = atividade microbiana (mg kg! dia'lde C-
CO, nosolo); A= atividade maxima resultante da
adi¢io de P no solo; P = P adicionado no solo (mg kg'?
de P); k,,, = constante de Michaelis-Menten (mg kg'!
de P no solo) em relagdo a utilizagéo de P e a resposta
da atividade microbiana.

RESULTADOS

A adigéo de P afetou a atividade metabdlica dos
microrganismos no solo, indicada pela liberacio de
CO, (Figura 1). Em todos os tratamentos, as

—e— 0,0 mg kg de P no Solo
—o— 50 mg kg de P no Solo
800, ¥ 100 mg kg™ de P no Solo
—— 200 mg kg™ de P no Solo
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Figura 1. Liberacao de CO, do solo em resposta a
adicdo de fosforo. As barras indicam os
intervalos de confiancaa 5 % (n=2).
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diferencas de atividade com adi¢do de P foram
significativas, quando comparadas ao controle. Essas
aumentaram no decorrer do periodo de incubacdo. A
maior atividade foi verificada no tratamento com
500 mg kg1 de P no solo.

Os resultados mostraram que a taxa diaria de
liberagao de C-COy nos tratamentos com P aumentou
de 6,30 para 23,59 (mg kg'! dia'! de C-CO5 no solo)
em relacdo ao tratamento controle. A equacio de
regressdo, segundo o modelo de Mechaelis-Menten,
mostrou excelente grau de ajuste (Figura 2a). Em
funcgéo da adigéo de P, a resposta da atividade permitiu
obter um valor critico de utilizacdo de P (319 mg kg'!
de P no solo). O valor maximo de atividade calculado
foide 37,8 mg kg'! dia'! de C-CO, no solo. Entretanto,
as relagoes entre taxa de liberagdo diaria de CO, por
unidade de P adicionado diminuiram quando da adi¢io
do nutriente. Um elevado valor de R2foi obtido para a
equacdo de regressao dessa relagdo em conseqiiéncia
da adic¢ao de P (Figura 2b). Utilizando essa equacgéo
para o valor de 319 mg kg! de P no solo, obtém-se
uma relagao de 0,060 de C-CO, por P adicionado.

351 (a)

304 A=(37,8*P)/ (3193* + P)
R’ ajustado = 0,993

251
20
151

10 1

ATIVIDADE DIARIA
(mg kg dia” de C-CO; no solo)

0,257 (b)

A=0,034 + (0,215 x 37,18%) / (37,17 + P)
R’ ajustado = 0,995

RELACAO METABOLICA

0,05 -

(mg dia” de C-CO, mg™' de P)

0,00

0 100 200 300 400 500 600
FOSFORO, mg kg™ solo

Figura 2. Equac¢des de regressao da atividade
metabélica em func¢ao da adigcao de fésforo no
solo. (a) regressio do modelo Michaelis-Menten,
entre respiracao diaria e adicdo de P. (b)
regressio entre relacao metabdlica (taxa diaria
por fésforo adicionado) e adigiao de P. *
significativo a 1 %.
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Os tratamentos com 0 a 400 mg kg'! de P no solo
nao diferiram quanto ao total de C no solo (Quadro 2).
Entretanto, no tratamento com a maior dose de P, foi
observada uma reducio significativa do C organico
total no final do periodo de incubagdo, quando
comparado com os demais tratamentos. E importante
ressaltar que o periodo de incubacéo (31 dias) for muito
curto para esperar reducoes mais expressivas de C
organico total no solo.

Os teores de glicose extracelular e intracelular
variaram de menos de 0,01 a 15,90 mg kg'!
(Quadro 2). O teor de glicose extracelular foi muito
abaixo ao encontrado intracelularmente. Além disso,
a adicdo de P ao solo levou a um maior consumo de
glicose pelos microrganismos, diminuindo os valores
do agucar intracelular no solo.

Uma alta correlacao negativa (r = -0,98) ocorreu
entre glicose intracelular e taxa didria de liberagédo de
COg, mostrando que a glicose no solo diminui com o
aumento da atividade microbiana (Figura 3). A adi¢do
de P acima de 300 mg kg! de P no solo teve como
consequéncia reducdo expressiva de glicose
intracelular no solo.

DISCUSSAO

Os resultados demonstram que o P influencia a
atividade metabdlica da microbiota do solo. Relatos
na literatura, como os de Saggar et al. (1998), Demetz
& Insam (1999), Cleveland et al. (2002) e Porder et al.
(2007), tém mostrado a importancia metabdlica do P
sobre a atividade de microrganismos, destacando que
este elemento pode ser o principal fator limitante na
ciclagem de nutrientes no solo. Em solos tropicais,
essa limitacdo ocorre, principalmente, devido a
tendéncia de adsorcdo de anion fosfato em compostos
de 6xidos de Al e Fe, predominante em grupos
funcionais de superficie de caulinita em Latossolos
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TAXA RESPIRATORIA
(mg kg dia” de C-CO, no solo)

0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
GLISOSE INTRACELULAR, mg kg solo
Figura 3. Correlacao metabdlica entre o teor de

glicose intracelular e a taxa respiratoria do solo.
* correlacgao significativaal % (n=14).

(Sanchez, 2002; IIstedt & Singh, 2005), diminuindo,
assim, a disponibilidade do nutriente na fragdo labil
(Ilstedt et al., 2003; Ilstedt & Singh, 2005).

O metabolismo microbiano esta associado a varios
processos quimicos e bioldgicos no solo, devendo-se
buscar novas formas de avaliagao dos atributos en-
volvidos na resposta bioquimica do solo. As avalia-
¢oes da resposta metabdlica da microbiota mostraram
comportamento diferencial em decorréncia da adic¢do
de P, destacando-se a aplicacdo de até 319 mg kgl de
P no solo como limite de proporcionalidade de respos-
ta metabdlica. Deve-se destacar que o efeito de outros
fatores reguladores do metabolismo néo foi avaliado.
Varios autores tém destacado que outros fatores além
do P sdo importantes, a exemplo do C e de N (Howard
& Howard, 1993; Schmidt et al., 1999; Teklay et al.,
2006; Gnankambary et al., 2008), quando a umidade
e a temperatura forem constantes.

A adicdo de P levou a um decréscimo no teor de
glicose intracelular, sugerindo o consumo do a¢ucar
pelos microrganismos. O contetdo de glicose no solo
pode ter sido um dos fatores limitantes da resposta

Quadro 2. Teores de carbono organico e glicose em decorréncia da adicio de fé6sforo no solo (n=2)

Glicose
Fosforo adicionado Carbono organico
Extracelular Intracelular
mg kg ' de P no solo gkg " de C no solo mg kg solo
0 11,0 a < 0,01 15,90 a
50 10,9 a < 0,01 9,97 b
100 11,0 a < 0,01 9,16 b
200 10,9 a < 0,01 4,92 be
300 11,0 a < 0,01 1,29 ¢
400 11,0a < 0,01 <0,01lc
500 10,7 b < 0,01 <0,0lc

Letras mintsculas diferentes indicam diferengas significativas entre tratamentos pelo teste de Tukey a 1 %.
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metabdlica ao P, principalmente quando a adi¢do foi
acima de 319 mg kg'! de P no solo. Isso pode ser
justificado pela coincidéncia entre a resposta
metabolica (Figura 2) e o decréscimo expressivo de
glicose no solo (Quadro 2). Além disso, a estreita
relacdo entre o aumento da atividade e a diminuigio
de glicose intracelular (Figura 3) sugere que a resposta
da microbiota do solo & adi¢ao de P pode estar associada
ao contetdo do a¢ticar no solo. Contudo, o teor de glicose
pode estar associado, em parte, a qualidade da matéria
organica e sua transformacio, como destacado por
Cleveland et al. (2002), Ilstedt & Singh (2005) e
Gnankanbary et al. (2008). Cleveland et al. (2002)
relataram a importancia da adigédo de glicose e P na
avaliacao da atividade da microbiota do solo, sugerindo
a relacdo C/P como fator de grande relevancia na
regulagdo dos processos bioldgicos do solo.

O teor de glicose pode ser um importante atributo
bioquimico resultante da atividade metabdlica dos
microrganismos no solo. A reducdo de glicose
intracelular pode estar associada a demandas
metabdlicas decorrentes da adi¢do de P, a saber: (1)
ao catabolismo para a producdo de energia, com a
liberacao de COy; (2) a necessidade anabdlica para a
sintese estrutural das células; e (3) a sintese de
compostos de reserva, como glicogénio (Sylvia et al.,
1999). No entanto, pouco se conhece a respeito do
metabolismo do solo quanto a demanda de carboidratos
associados a estimulos de fatores abidticos, a exemplo
do P.

Estudos envolvendo os processos bioldgicos e a
disponibilidade de nutrientes no solo, em especial
aqueles que limitam a atividade microbiana, tém sido
relatados como base de ampliacdo dos conhecimentos
tedricos, fornecendo suporte a aplicacdo pratica de
estratégia de manejo dos solos (Teklay et al., 2006;
Zheng et al., 2007; Gnankambary et al., 2008). Assim,
trabalhos que envolvem as demandas nutricionais da
microbiota, associadas ao potencial dos solos quanto a
quantidade e qualidade de matéria organica, devem
ser valorizados em sistemas agricolas do Cerrado.

CONCLUSOES

1. A adi¢do de P aumentou a atividade respiratéria
avaliada pelo C liberado, quando comparado com a do
tratamento-controle, porém, o aumento da atividade
ndo foi proporcional a quantidade adicionada do
nutriente.

2. O teor de glicose intracelular foi maior em
comparacio ao do nivel extracelular. A adi¢ido de P
diminuiu significativamente os teores de glicose
intracelular no periodo de 31 dias de incubag¢io em
relagdo ao do controle.

3. A estreita relacdo entre o aumento da atividade
respiratoria e a diminui¢do de glicose intracelular
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sugere que a resposta da microbiota do solo a adi¢ao
de P pode estar associada ao contetido de glicose
intracelular.
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