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Azospirillum brasilense E Bacillus subtilis SOLUBILIZADORES DE FÓSFORO 

EM MUDAS DE EUCALIPTO. 

 

RESUMO - Para um bom desenvolvimento e produtividade a cultura de 

eucalipto exige, principalmente nos primeiros estágios do seu desenvolvimento, 

grande quantidades de fósforo (P), que é um nutriente essencial para o metabolismo 

do eucalipto, sua ausência afeta o desenvolvimento comprometendo sua 

produtividade. Devido à baixa disponibilidade desse nutriente nos solos brasileiros, 

altas doses de adubos fosfatados são utilizadas a fim de suprir a necessidade 

nutricional da planta, o que não obtém sucesso, devido à precipitação e combinação 

com as partículas do solo. O objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade das 

bactérias Azospirillum brasilense e Bacillus subtilis em solubilizar fósforo para mudas 

de eucalipto no período inicial do seu desenvolvimento. As mudas foram replantadas 

em vasos e receberam os inóculos em três doses, sendo 1ml, 10ml e 20ml na 

concentração 1x10⁷. Após o plantio as mudas foram aspergidas diariamente com 

água e permaneceram em condições ambientais, sendo avaliadas nos períodos de 

40 e 70 dias após o plantio. Comparando os parâmetros de crescimento das mudas 

de eucalipto e os períodos de avaliação, não houve diferenças significativas entre os 

tratamentos. O número de bactérias totais variou entre tratamentos e períodos, mas 

não se verificou aumento significativo quando comparados ao controle. As 

concentrações de fósforo solúvel no solo, não apresentaram diferenças significativas 

entre si, os tratamentos que receberam os inóculos bacterianos apresentaram 

concentrações de fósforo no solo semelhantes quando comparados ao controle. As 

quantidades de fósforo nas folhas variaram entre os tratamentos e controle, e não 

verificou aumento nas concentrações entre os tratamentos. Os resultados sugerem 

que a inoculação do Azospirillum brasilense e Bacillus subtilis solubilizadores de 

fósforo no período inicial de desenvolvimento da cultura de eucalipto não 

apresentaram diferenças entre os tratamentos e as doses, embora não 

apresentassem uma promoção no crescimento das plantas, as concentrações de 

fósforo mostraram-se semelhantes ao controle.  

Palavras- Chave: Crescimento vegetal; rizobactérias; plantas perenes.  



AZOSPIRILLUM BRASILENSE AND BACILLUS SUBTILIS PHOSPHORUS 

SOLUBILIZING IN EUCALYPTUS SEEDLINGS. 

 

ABSTRACT - For a good development and productivity the eucalyptus crop 

demands, mainly in the early stages of its development, great amounts of 

phosphorus (P), which is an essential nutrient for the metabolism of eucalyptus, its 

absence affects the development compromising its productivity. Due to the low 

availability of this nutrient in Brazilian soils, high doses of phosphate fertilizers are 

used in order to supply the nutritional need of the plant, which is not successful due 

to precipitation and combination with the soil particles. The objective of the present 

study was to evaluate the activity of the bacteria Azospirillum brasilense and Bacillus 

subtilis in solubilizing phosphorus for eucalyptus seedlings in the initial period of its 

development. The seedlings were replanted in pots and inoculated in three doses, 

being 1ml, 10ml and 20ml in the 1x10 concentração concentration. After planting the 

seedlings were sprayed daily with water and remained in environmental conditions, 

being evaluated in the periods of 40 and 70 days after planting. Comparing the 

growth parameters of eucalyptus seedlings and the evaluation periods, there were no 

significant differences between treatments. The number of total bacteria varied 

between treatments and periods, but there was no significant increase when 

compared to the control. The concentrations of soluble phosphorus in the soil did not 

present significant differences among them, the treatments that received the bacterial 

inocula had similar concentrations of phosphorus in the soil when compared to the 

control. The amounts of phosphorus in the leaves varied between the treatments and 

control, and did not verify increase in the concentrations between the treatments. The 

results suggest that the inoculation of Azospirillum brasilense and Bacillus subtilis 

phosphorus solubilizers in the initial period of development of the eucalyptus crop 

showed no differences between the treatments and the doses, although they did not 

present a promotion in the growth of the plants, if similar to the control. 

 

Keywords: Plant growth; rhizobacteria; perennial plants. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

A cultura do eucalipto é considerada de importância social, ambiental e 

econômica, sua produção abastece diversos segmentos industriais, tais como, papel 

e celulose, madeira, carvão vegetal, óleos essenciais entre outros. Sua fácil 

adaptação permitiu seu desenvolvimento por todo território brasileiro, onde são 

encontradas hoje aproximadamente mil espécies que ocupam cerca de sete milhões 

de hectares. (IBÁ, 2017). 

O eucalipto exige grandes quantidades de fósforo (P), principalmente nos 

primeiros estágios do seu desenvolvimento. O P é um importante macronutrientes 

para o crescimento biológico, desenvolvimento e metabolismo vegetal, sua 

composição participa diretamente na respiração, fotossíntese, reprodução e energia, 

sua ausência se torna crucial, de modo que a planta não se recupera (SOUSA, 

2010; FINGER, 2002). Podendo ser encontrado nas formas de fósforo orgânico (Po) 

e fósforo inorgânico (Pi), que se movimenta por difusão. Poucas quantidades são 

encontradas disponíveis nos solos brasileiros, por esse fator, altas doses de 

adubação mineral são utilizadas a fim de suprir as necessidades nutricionais das 

plantas, porém nem sempre essa alternativa é satisfatório, isso devido á presença 

de grande quantidade de óxido de alumínio (Al), ferro (Fe) e cálcio (Ca) que se 

combina com os ânions de fosfato, fazendo com que fique precipitado nas partículas 

do solo de modo que a planta não consegue assimilar o nutriente (MASSENSSINI, 

2007; BARROTI & NAHAS, 2000). 

Uma maneira de se diminuir os impactos ambientais negativos decorrentes 

do uso contínuo de fertilizantes minerais e defensivos agrícolas é o uso de 

rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP). Elas constituem a 

microbiota do solo e estão localizados na rizosfera, vivem em simbiose direta com a 

planta, proporcionando nutrientes que a planta necessita quando não estão 

disponíveis no solo, facilitando a absorção dos nutrientes e promovendo o 

crescimento da planta (MASSENSSINI, 2007; SOUCHIE & ABBOUT, 2007).  Estes 
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efeitos benéficos sobre as plantas podem ser alcançados pela interação direta entre 

as RPCP e seus hospedeiros, e ocorrem também indiretamente devido as suas 

atividades antagônicas contra os patógenos de plantas. Os micro-organismos 

desempenham um papel central no ciclo natural do fósforo. Este ciclo ocorre por 

meios de oxidação cíclica e redução dos componentes do fósforo, onde reações de 

transferências de elétrons entre os estágios de oxidação iniciam-se em fosfina (-3) a 

fosfato (+5), (SWARNALAKSHMI et al., 2013). 

As espécies de Azospirillum são consideradas fixadoras de nitrogênio (N) de 

vida livre que proporciona melhores condições de sobrevivência e desenvolvimento 

para os micro-organismos da microbiota do solo, essa espécie bacteriana a partir da 

fixação do nitrogênio, produzem substâncias capazes de promover o crescimento 

das plantas, elas modificam a morfologia do sistema radicular capacitando melhor 

absorção dos nutrientes pouco móveis no solo, como exemplo o fósforo. As 

espécies de Bacillus compõem a microbiota do solo e possuem capacidade de 

solubilização de fósforo, aumentam o sistema radicular das plantas e possuem 

características peculiares que as permite sua adaptação á ambientes adversos com 

desenvolvimento de endósporos. Essas espécies têm sido utilizadas em diversas 

culturas como alternativa de aumentar a produção com menores custos sem afetar o 

ambiente. (NOVAKOWISKI et al., 2001; VORPAGEL, 2010). 

Os micro-organismos promotores de crescimento vegetal podem ser 

utilizados a fim de diminuir o uso de adubos minerais sem afetar a produtividade da 

cultura e a fertilidade do solo, reduzindo altos custos ao consumidor e realizando 

uma atividade ecologicamente correta ao ecossistema. Esse grande avanço 

biotecnológico é possível com o micro-organismo, planta e condições ambientais 

corretas. 

Diante do exposto, o objetivo desse estudo foi avaliar a atividade das 

bactérias Azospirillum brasilense e Bacillus subtilis com capacidade de solubilização 

de fósforo em mudas de eucalipto nos primeiros estágios do seu desenvolvimento.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. Eucalyptus spp  

 

O Eucalipto (Eucalyptus spp) é uma espécie arbórea pertencente à família 

das Mirtáceas. Sua origem é natural da Austrália, Tasmânia e ilhas da Oceania. 

Classificado como cultura perene, seu ciclo de produção é de aproximadamente oito 

anos, adaptável ao clima tropical seu desenvolvimento e adaptação se expandiu por 

toda América do Sul, desde então vêm se destacando por sua ampla diversidade de 

espécies e finalidades produtivas (MARRA et al., 2012; IBÁ, 2017).  

Em 1903 o eucalipto foi introduzido no Brasil pelo Engenheiro Agrônomo 

Edmundo Navarro de Andrade, com o projeto criação de Hortos Florestais, o objetivo 

era pesquisar qual espécie florestal melhor se adaptaria ao reflorestamento das 

áreas nativas, que foram derrubadas para construção da ferrovia e para produção de 

madeira e carvão para a construção da estrada (MARTINI, 2004). Hoje o Brasil 

ocupa a segunda posição mundial de área cultivada com eucalipto, destacando os 

estados de São Paulo e Minas Gerais, com uma produtividade média de 39 

m³/ha/ano, sendo reconhecidas hoje aproximadamente mil espécies que ocupam 

cerca de 7,84 milhões de hectares em todo território brasileiro, sua produtividade 

possui diferentes finalidades, tendo como as principais, a produção de madeira, 

papel e celulose, carvão vegetal entre outras, tornando a cultura de grande 

importância econômica nacional (ABRAF, 2013; MOREIRA & ARAUJO, 2013; IBÁ, 

2017).  

O eucalipto tem sido uma cultura utilizada principalmente para produção de 

madeira. A utilização da madeira e a busca por sua qualidade têm ganhado 

destaque e importância econômica no setor florestal, com isso, o interesse se 

relaciona com a estrutura e o desenvolvimento das plantas, o que permite selecionar 

espécies melhores em relação à estrutura da madeira (TUNG et al., 2010).  

Com as inovações na biotecnologia, o melhoramento genético vem 

ganhando destaque na utilização com espécies de eucalipto, o que contribui 



4 
 

significativamente para a silvicultura no país. A produção de madeira, papel e 

celulose, são as atividades que mais contribuem para obtenção de híbridos 

geneticamente modificados, essa técnica possibilita selecionar características 

desejáveis e obtenção de espécies resistentes a doenças e com capacidade de 

adaptação em diferentes habitats.  Isso é possível com a utilização de híbridos, que 

se dá, através da variabilidade genética natural por meio da obtenção do material 

genético ideal para ser utilizado em melhorar a matéria-prima (CRISTINA, 2004; 

SANTOS et al., 2008; TUNG et al., 2010). 

O hibrido de Ecalyptus grandis com Ecalyptus urophylla geneticamente 

modificado, denominado por Urograndis (H13), é hoje um dos clones mais utilizado 

no plantio de eucalipto, devido apresentar uma densidade da madeira melhor em 

relação às espécies que o originou, possibilitando maior produção para celulose. 

Esse clone apresenta um melhor rendimento e adaptação em condições ambientais 

diversas e maior resistência a patógenos (BRAGA, 2008; SOUZA, 2008). 

Mesmo com as técnicas de melhoramento, os híbridos necessitam de 

atenção á sua nutrição e desenvolvimento. É nos primeiros estágios do ciclo inicial, 

que a planta necessita de grandes quantidades de nutrientes para realizar sua 

atividade metabólica e se desenvolver, essa função é dada as raízes finas e longas 

que compõem o sistema radicular do eucalipto, são elas que absorvem maiores 

quantidades de nutrientes, principalmente o fósforo, que após absorvido, auxilia na 

formação do sistema radicular tornando-o eficiente na assimilação dos nutrientes 

que a planta necessita, portanto, a ausência do P afeta todo o processo de 

desenvolvimento da planta, de modo que ela não se recupera (LARCHER, 2000; 

DIAS, 2016). 

Para uma boa produtividade ser atingida, é necessário atenção aos 

nutrientes requeridos pela cultura, a fim de que a planta não demonstre sinais de 

deficiência, os principais macronutrientes responsáveis pelo desenvolvimento do 

vegetal são o nitrogênio (N), potássio (K) e o fósforo (P) (FINGER, 2002). O 

eucalipto necessita de uma boa profundidade e pouca umidade para que o 

desenvolvimento radicular não seja afetado, outro fator de relevância é o manejo do 

solo, que deve ser conduzido de maneira correta e eficaz, principalmente na 
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preparação para o plantio e após com correção dos nutrientes escassos, a fim de 

elevar sua produtividade (BRISOLA & DEMARCO, 2011).  

A utilização de fosfatos naturais está sendo um recurso utilizado pelos 

produtores a fim de diminuir custos com adubação fosfatada. Porém, os fosfatos 

naturais reagem no solo lentamente, mostrando eficiência em longo prazo, quando 

não precipitado nas partículas do solo (DIAS, 2016). A utilização de micro-

organismos promotores de crescimento vegetal, com capacidade de solubilizar os 

fosfatos naturais, pode ser um método utilizado para disponibilizar o fósforo que a 

planta necessita para seu desenvolvimento, sem elevar o custo ao produtor.   

 

 

2.2. Funções do Fósforo 

 

O fósforo (P) é um macronutriente essencial para o crescimento biológico e 

desenvolvimento dos organismos, sendo de extrema importância para o 

metabolismo vegetal, principalmente nos primeiros estágios de desenvolvimento da 

planta. Sua composição participa diretamente nas estruturas de macromoléculas, 

como membranas celulares, carboidratos e ácidos nucleicos. Participa na ativação 

enzimática e na produção de energia (ATP), sendo responsável também pela 

síntese de celulose e sacarose nas plantas entre outras funções. Sua ausência se 

torna crucial, de modo que a planta não se desenvolve (FINGER, 2002; SOUSA, 

2010; TAIZ & ZEIGER, 2013).  

As plantas mostram sintomas visíveis quando estão com deficiência de 

fósforo, surgindo principalmente nas folhas, isso devido à mobilidade de P nos 

tecidos, no eucalipto, as folhas que apresentam deficiência, começa pelas mais 

velhas que se se tornam verdes escuras para roxa e com pontos escuros ao longo 

do limbo foliar, e dependendo do nível de deficiência chegam à necrose (SILVEIRA 

et al., 2000). 
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O fósforo pode ser encontrado no solo de duas formas, na forma orgânica 

(Po) que são originados da atividade e decomposição de micro-organismos e 

resíduos vegetais, constituindo a maior parte do fósforo no solo, e na forma 

inorgânica (Pi) que é compreendida pelo íon de fosfato na solução do solo (P-

solução) que se precipitam ao Al³ ⁺, Fe²⁺ e Ca²⁺ e se absorvem oxi-hidróxidos de Al e 

Fe , argilas e minerais fosfatados (MARTINAZZO et al., 2007; GATIBONI et al., 

2013). 

De modo geral, o fósforo presente nos solos apresentam aproximadamente 

níveis de 400 a 1200 mg.kg-1 de solo, sendo apenas 1% disponível para planta. Isto 

é, a maior quantidade de fósforo encontrada nos solos brasileiros encontra-se em 

baixa disponibilidade. Devido a esse fator, altas doses de adubos minerais 

fosfatados são utilizadas para obtenção de maiores picos na produtividade (ALVES 

et al., 2002; SOUCHIE & ABBOUT, 2007; SOUSA, 2010).  A consequência, é que 

grande parte dessa aplicação realizada em solos tropicais, fica retida no solo, 

tornando-se pouco disponível para a planta (NOVAIS & SMYTH, 1999; BARROTI & 

NAHAS, 2000; MASSENSSINI, 2007). 

As soluções de P no solo variam de acordo com o pH  e podem ser 

encontradas em várias formas aniônicas, as formas H₂PO₄⁻¹ e HPO₄⁻²  apresentam 

melhor forma de absorção pelas células da planta. Após absorção, cerca de 90% de 

P é incorporado aos compostos orgânicos nas formas de uridina fosfato e hexose 

fosfato (Figura 1) (MARSCHNER, 1995).  

 

 

Figura 1 – Molécula da frutose-6-fosfato com presença de fósforo após ser incorporado. Fonte: 
Mengel & Kirkby (2001). 
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A maior reserva de fósforo são as rochas, esses fosfatos naturais são 

constituídos por grupos como apatita, hidroxiapatita e oxiapatita.  Essas formas são 

encontradas como parte da estrutura da rocha e sua principal característica é sua 

insolubilidade. Apesar disso, eles constituem a maior reserva desse elemento no 

solo, porque, sobre apropriadas condições, elas podem ser solubilizadas e se 

tornam disponíveis para assimilação das plantas e aos micro-organismos para 

realização metabólica. (FERNÁNDEZ et al., 2011). Os fosfatos naturais são 

utilizados como matéria-prima para fabricação de fertilizantes fosfatos, que recebem 

tratamento industrial com ataque sulfúrico, originando o superfosfato simples, que 

apresenta alta solubilidade em água, tornando-se prontamente disponível para 

planta (DIAS, 2016). 

A cultura de eucalipto apresenta ciclo reprodutivo de aproximadamente oitos 

anos, a disponibilidade de fósforo liberada pelo fosfato natural supriria as 

necessidades da planta ao longo prazo, e que com o passar do tempo seria 

compatível ao exigido pela cultura. Portanto, a necessidade exigida de P nos 

períodos iniciais do eucalipto é alto, o que faz necessária aplicação de fosfatos 

solúveis ou a disponibilidade imediata dos fosfatos naturais (CHIEN et al., 2011; 

DIAS, 2016). 

Os micro-organismos desempenham um papel central no ciclo natural do 

fósforo, possuem a capacidade de produzir ácidos orgânicos geradores de H⁺ 

capazes de dissolver diretamente o fósforo inorgânico. Este ciclo ocorre por meios 

de oxidação cíclica e redução dos componentes do fósforo, onde reações de 

transferência de elétrons entre os estágios de oxidação iniciam-se em fosfina (-3) a 

fosfato (+5) (OHTAKE et al., 1996; SWARNALAKSHMI et al., 2013).  

 

 

2.3. Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (RPCP) 

 

O termo rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP) foi 

utilizado pela primeira vez por Kloepper & Schroth (1978) para descrever bactérias 

de solo que colonizavam a rizosfera das plantas, crescendo dentro ou ao redor dos 
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tecidos das plantas estimulando seu crescimento por diversos mecanismos. A 

rizosfera é uma fina área de solo circundando a área da raiz que é imensamente 

influenciada pelo sistema radicular (HARTMAN et al., 2008). Comparado com a 

massa vizinha de solo, esta área é rica em nutrientes, devido à acumulação de uma 

grande variedade de componentes orgânicos liberados pelas raízes através dos 

exsudatos, secreção e rizodeposição. Estes componentes orgânicos podem ser 

usados como fontes de carbono e energia pelos micro-organismos e a atividade 

microbiana é particularmente intensa na rizosfera. As rizobactérias benéficas, que 

influenciam positivamente o crescimento das plantas, são chamadas de 

rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (CHAUHAN et al., 2015). 

Alguns estudos verificaram in vitro algumas características de rizobactérias 

tais como: síntese de fitormônios (RASHEDUL et al., 2009; ABBASI et al., 2011); 

como as auxinas (KHALID et al., 2004); síntese de sideróforos (FILIPPI et al, 2011); 

solubilização de fósforo (TAJINI et al., 2012; KREY et al., 2013); ou fixação de 

nitrogênio (RIGGS et al., 2001; FICSHER et al., 2007).  

Estas características foram usadas para isolar as RPCP diretamente das 

rizosferas e para selecionar suas atividades de promoção de crescimento em 

plantas, sob condições axênicas. Uma vez que os micro-organismos candidatos a 

RPCP se mostraram promissores no crescimento de plantas em condições 

controladas, eles foram em seguida usados como inoculantes para plantas 

cultivadas em condições naturais em parcelas e/ou ensaios de campo (FICSHER et 

al., 2007). 

Os benefícios para as plantas hospedeiras provenientes das interações com 

as RPCP têm sido mostrados incluindo a saúde e crescimento, supressão de 

doenças causadas por micro-organismos e aceleração da disponibilidade de 

nutrientes e assimilação (MANTELIN & TOURAINE, 2004; YANG et al., 2009). Estes 

efeitos benéficos sobre as plantas podem ser alcançados pela interação direta entre 

as RPCP e seus hospedeiros, e ocorrem também indiretamente devido as suas 

atividades antagônicas contra os patógenos de plantas. 
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A direta estimulação inclui diversos mecanismos tais como: a produção de 1-

aminociclopropano-1-carboxilato (ACC - deaminase) para reduzir os níveis de etileno 

nas raízes das plantas em desenvolvimento; produção de reguladores de 

crescimento de plantas como auxinas, giberelinas e substâncias voláteis; fixação do 

nitrogênio simbiótico; solubilização de minerais como o fósforo e outros nutrientes. A 

estimulação indireta está relacionada ao biocontrole, por meio de atividades 

antagônicas contra micro-organismos fitopatogênicos, incluindo as respostas de 

resistência sistêmica da planta, interferindo no sistema de Quorum Sensing (QS) 

bacteriano. Alguns estudos mostram que as RPCP podem usar mais do que um 

desses mecanismos para a promoção do crescimento das plantas (BASHAN & 

HOLGUIN, 1997; AHMAD et al., 2008).  

Os inoculantes microbianos incluem três grandes grupos: (1) fungos 

micorrízicos arbusculares (FMA), (2) rizobactérias promotoras de crescimento de 

plantas (RPCP) e (3) Rhizobium fixador de nitrogênio simbiótico. Os benefícios de 

cada grupo têm sido estudados separadamente (VERNA et al., 2001; MURRAY, 

2011). Além disso, vários estudos estão sendo feitos para avaliar os efeitos do 

crescimento nas plantas aplicando diferentes combinações microbianas ou 

consórcios, tais como FMA- RPCP, Rhizobium fixador de nitrogênio simbiótico- 

RPCP ou diferentes RPCP (SINGH & KAPOOR, 1999; SWARNALAKSHMI et al., 

2013).  

Na rizosfera a química e a biologia do solo são influenciadas pelas raízes 

(LUGTENBERG & KAMILOVA, 2009). Os exsudatos de raízes incluem aminoácidos, 

ácidos orgânicos, carboidratos, açúcares, mucilagem e proteínas. A habilidade das 

rizobactérias para usar os ácidos orgânicos como fontes de carbono está 

correlacionada com a competência da rizosfera. A estrutura das comunidades 

microbianas da rizosfera é determinada pelas diferenças de cada espécie de planta. 

A composição e a maioria dos exsudatos provavelmente afetam as populações 

microbianas. O entendimento de como as raízes das plantas selecionam os micro-

organismos de solo para formar as comunidades da rizosfera é uma importante 

questão científica quando se considera o uso de rizobactérias como promotoras de 

crescimento de plantas (DROGUE et al., 2012). 
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2.4. Micro-organismos Solubilizadores de Fósforo 

 

2.4.1. Azospirillum brasilense 

  

O Azospirillum é um gênero de vida livre encontrado em quase todos os 

lugares da Terra (HUERGO et al., 2008). Muitos estudos têm mostrado que o 

Azospirillum pode promover o crescimento e o aumento da produtividade em 

diversas culturas, muitos das quais possuem grande importância agronômica ou 

ecológica (BASHAN & HOLGUIN, 1997; BASHAN et al., 2004). Os benefícios 

promovidos por esse gênero provavelmente são devido a uma associação de 

fatores.  

Os Azospirillum produzem fitormônios que promovem o desenvolvimento 

das raízes aumentando a absorção de água e capacitando uma melhor absorção 

dos nutrientes pouco moveis no solo, como exemplo o fósforo (VORPAGEL, 2010), 

tornando assim as plantas mais resistentes aos estresses ambientais, resultando em 

plantas mais vigorosa e produtiva (DOBBELAERE et al. 2001; BASHAN et al. 2004). 

Em adição, o Azospirillum promove a fixação do nitrogênio atmosférico se 

associando a diversas culturas de gramíneas ou plantas não leguminosas, o que 

auxilia indiretamente na disponibilidade do fósforo para planta, devido à capacidade 

de maior exploração do solo pelas raízes, e melhores condições para o 

desenvolvimento e atividade metabólica da população microbiana presente na 

rizosfera (DÖBEREINER & PEDROSA, 1987). Contudo, diversas espécies têm sido 

utilizadas em diversas culturas como alternativa aumentar a produção com menores 

custos, sem afetar o ambiente (REIS, 2007; NOVAKOWISKI et al., 2011). 

Inoculantes contendo Azospirillum têm sido testados em condições de 

campo em importantes culturas nos países desenvolvidos e em desenvolvimento, 

com diversos graus de respostas (DOBBELAERE et al., 2001). Em alguns estudos 

foram realizadas associações entre o Azospirillum e outros micro-organismos 

(GONZALEZ & BASHAN, 2000). Entretanto, na grande maioria dos experimentos os 

inoculantes têm sido preparados somente com o Azospirillum. Em testes com 
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cereais, foi obtido como resultado um aumento significativo da produtividade, em 

relação à promoção e disponibilidade dos macronutrientes fósforo e nitrogênio 

(FERNANDEZ CANIGIA, 2008).  Castellanos  et al., (2000) em um estudo com 

bactérias promotoras de crescimento em eucalipto, comprovou a associação de 

Azospirillum sp, incluindo o Azospirillum brasilense, com a cultura, onde a espécie 

realizou a produção de ácido indolacético  (AIA)  e redução de acetileno (ARA).  

O ponto chave do sucesso com a inoculação de Azospirillum é a escolha do 

isolado e sua interação com a cultura, diversas culturas tem mostrado uma interação 

com  Azospirillum, incluindo a cultura de eucalipto.  

 

2.4.2. Bacillus subtilis 

 

Bacillus subtilis é uma espécie pertencente á microbiota do solo possuindo 

capacidade de interagir com diferentes plantas, podendo multiplicar-se em diferentes 

rizosfera por estabelecimento do rizoplano, filoplano e tecidos internos (CAMPOS 

SILVA et al, 2008).  Essa bactéria possui respostas adaptativas desenvolvendo 

capacidades como motilidade e formação de endósporos, transformação do DNA 

exógeno, produção de enzimas e antibióticos (HENRIQUES & MORAN, 2000).  

Como resposta simbiótica com a planta, o Bacillus melhora o sistema radicular da 

planta proporcionando maior sensibilidade à absorção dos nutrientes (MANJULA & 

PODILE, 2005). 

O gênero Bacillus tem grande importância agrícola, sua interação simbiótica 

proporcionam ações benéficas às plantas como aumento da fixação de nitrogênio, 

solubilização de nutrientes, síntese de fitormônios e melhoria das condições do solo 

(KLOEPPER, 1999), vários estudos relatam a utilização de Bacillus, como 

produtores de hormônios com capacidade de produzir efeitos deletérios nas plantas 

(KARADENIZ et al., 2006), capacidade de proporcionar ganhos na nutrição mineral 

(ARAUJO, 2008), ação de biocontrole e aumento na produtividade (YAO et al., 

2006), produção de metabólicos tóxicos que afetam nematoides (ARAUJO et al., 

2005), e ação de solubilização de fosfatos minerais (RODRIGUEZ & FRAGA, 1999).  

Assim como para espécies de Azospirillum, o sucesso para utilização de 

Bacillus é dependente da escolha do isolado com as características da rizosfera da 
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planta. Estudos realizador por Mafia et al., (2007) compravam a interação de Bacillus 

com a cultura de eucalipto, onde a espécie produziu um melhor desenvolvimento do 

sistema radicular e biomassa, proporcionando melhor crescimento e disponibilidade 

de nutrientes quando testados em mudas de eucalipto.  
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3. OBJETIVOS 

 

Este estudo teve como objetivo avaliar a atividade das bactérias Azospirillum 

brasilense e Bacillus subtillis com capacidade de solubilização de fósforo em mudas 

de eucalipto no primeiro estágio do seu desenvolvimento  
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4. MATERIAL E MÉTODOS  

 

O experimento foi desenvolvido nas dependências do Laboratório de 

Microbiologia de Solo, pertencente ao Departamento de Produção Vegetal da 

Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias – UNESP/FCAV. 

  

4.1 Tratamentos e Delineamento Experimental   

  

Foram obtidas mudas de Eucalyptus Urograndis (H13), procedentes de 

Pomares de Sementes Clonais da Empresa Suzano Papel e Celulose S.A. As 

mudas, com aproximadamente 60 dias após a semeadura, foram retiradas dos 

tubetes e seu substrato foi extraído realizando a lavagem das raízes em água 

corrente. Após foram replantadas em vasos com 2,5 L em Neossolo Quartzarênico 

cuja caracterização química e granulométrica, realizadas no Departamento de Solos 

e Adubos da Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias, da Universidade 

Estadual Paulista (FCAV/UNESP), campus de Jaboticabal, encontram-se na Tabela 

1.  

O solo foi seco à sombra e peneirado, vinte dias antes do plantio das mudas 

aplicou-se por vaso, 0,05g de carbonato de magnésio e 0,20g de carbonato de 

cálcio, na forma a elevar a saturação por bases a 60%, juntamente com a correção, 

aplicou-se e 0,07g de fosfato de rocha, com exceção dos controles que aplicou-se 

0,10g de superfosfato simples. Dez dias após o plantio todos os vasos receberam 

adubação de N e K e micronutrientes, sendo, 30 mg dm⁻³ de N, 16 mg dm⁻³ de K, 

4,98 mg dm⁻³ Zn, 0,5 mg dm⁻³ B, 0,7 mg dm⁻³ de Cu, 1,15 mg dm⁻³ Mn, 0,03 mg 

dm⁻³ Mo.  

O experimento teve duração de 70 dias, sendo avaliados com 40 dias e 70 

dias após o plantio, imediatamente após o plantio, todos os vasos receberam uma 

muda de eucalipto e na sequência seu respectivo isolado e concentração. O inóculo 

foi aplicado na superfície próximo ás raiz com auxílio de uma pipeta, os vasos foram 
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identificados e irrigados com água diariamente. O delineamento experimental foi em 

blocos casualizados em esquema fatorial, 3x3+2 (três isolados bacterianos, três 

dose de inoculo, dois controles) com quatro repetições, sendo avaliados 11 

tratamentos.   

Os tratamentos foram: T1= Azospirillum brasilense, dose 1ml (1x10⁷ UFC); 

T2= Azospirillum brasilense, dose 10ml (1x10⁷ UFC); T3= Azospirillum brasilense, 

dose 20ml (1x10⁷ UFC); T4= Bacillus subtilis (J310), dose 1ml (1x10⁷ UFC); T5= 

Bacillus subtilis (J310),  dose 10ml (1x10⁷ UFC) ; T6= Bacillus subtilis (J310), dose 

20ml (1x10⁷ UFC); T7= Bacillus subtilis (E310), dose 1ml (1x10⁷ UFC); T8= Bacillus 

subtilis (E310),  dose 10ml (1x10⁷ UFC); T9= Bacillus subtilis (E310),  dose 20ml 

(1x10⁷ UFC); T10= controle com fosfato de rocha; T11= controle com superfosfato 

simples.  

 

 

Tabela 1 - Característica química e granulométrica do solo. 

 

 4.2. Seleção de isolados bacterianos solubilizadores 

 

Os micro-organismos utilizados no presente estudo foram isolados 

bacterianos da microbiota do solo de plantio com milho, pertencentes á coleção de 

bactérias do Laboratório de Microbiolofia Agrícola da FCAV/UNESP campus de 

Jaboticabal. 
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Foram repicados aproximadamente 300 isolados, que foram selecionados a 

partir dos critérios fenótipos de cada colônia como, agrupamento, dimensão da 

colônia, forma da colônia, elevação, margem ou borda, diferenciação por zona, 

cromogenese, transparência e odor. Em seguida, foram submetidos ao teste de 

solubilização de fósforo (P) pelo meio sólido de fosfato de cálcio (NAHAS et al., 

1994), as placas foram incubadas à temperatura de 30°C por 120 horas para 

verificação do surgimento de uma zona clara em volta da colônia, caracterizando os 

isolados como micro- organismos solubilizadores de P. Após o crescimento dos 

micro-organismos, foram medidos o tamanho do halo e o tamanho da colônia, o 

critério utilizado para obtenção do diâmetro do halo foi, diâmetro do halo total 

(colônia + halo) / diâmetro da colônia. Sendo selecionados os isolados que 

apresentaram maior formação de halo apresentando diâmetro de halo superior á 

1,5mm. Foram selecionadas três cepas bacterianas, identificadas por J310; E310 e 

a bactéria Azospirillum brasilense.  

Após a seleção dos isolados, os mesmos foram submetidos à curva de 

quantificação de fósforo, para avaliar as concentrações de fósforo solubilizadas por 

cada isolado. Para tal procedimento, foi utilizado o meio de solubilização 

apresentado por Nahas et al. (1994), suplementado com 5g/L-1 de Apatita de Araxá. 

A inoculação das bactérias foi realizada pela transferência de 0,2 mL de suspensão 

na concentração 1x10⁷ UFC mL-1, preparada a partir de culturas de  Azospirillum 

brasilense e J310 e E310 crescidas em caldo nutriente (BURNETT et al., 1957), por 

24 horas.  Após a inoculação, as culturas foram incubadas em estufa BOD à 

temperatura 30°C por sete dias. Diariamente foram retirados 10 mL de cada 

suspensão, centrifugando-os a 9000g por 10 minutos e no sobrenadante foi 

determinado o fósforo solúvel pelo método de Ames (1996). 

 

4.3. Análise taxonômica do DNAr 16 S 

 

Para identificação dos isolados J310 e E310, os mesmo foram sequencias 

para análise taxonômica. O DNA bacteriano foi extraído segundo o protocolo do kit 
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de extração Quick- DNA Universal Kit (Zymo Research). A partir do DNA genômica 

extraído, para caracterização taxonômica dos isolados a região 16S do DNA 

ribossomal (rDNA) foi amplificada e sequenciada. A amplificação do rDNA 16S foi 

realizada em microtubos contendo volume final de reação de 25 μL. A reação em 

cadeia da polimerase (PCR) foi realizada seguindo o protocolo: 95°C durante 2 

minutos, seguidos por 25 ciclos de desnaturação a 95°C por 30 segundos, 63°C por 

1 minuto e 72°C por 1 minuto e seguido por uma extensão final a 72°C por 7 

minutos. A verificação da amplificação foi realizada mediante aplicação de alíquotas 

dos produtos de PCR em gel de agarose 1%. Os produtos de PCR foram purificados 

utilizando o Kit Wizard ® SV Gel and PCR Clean-up System e sequenciadas em 

sequenciador automático ABI 3700. As sequências foram editadas utilizando o 

programa Biological Sequence Alignment Editor – Bio Edit (Hall, 1999) e 

comparadas com as sequências do banco de dados do National Center for 

Biotechnology Information (NCBI – Genbank) mediante o uso da ferramenta 

BLAST® (ALTSCHUL et al., 1990).  As sequências mais similares obtidas no 

processo de comparação foram utilizadas para a elaboração de árvores filogenéticas 

com auxílio do software MEGA7® (KUMAR et al., 2016). 

 

4.4.  Avaliação das características das plantas 

 

Nos períodos de 40 e 70 após o plantio, as plantas de eucalipto foram 

submetidas aos parâmetros de avaliação, altura das plantas, realizadas com auxilio 

de uma régua; diâmetro do caule, realizada com auxilio de paquímetro. A área folear 

por folha, realizada com medidor de área folear LI-3100, colhendo-se 10 folhas de 

cada planta de eucalipto. 

Para determinação da massa seca das folhas e massa seca das raízes, as 

plantas foram removidas dos vasos e tiveram suas superfícies totalmente lavadas 

com água deionizada, após secas naturalmente, foram postas em sacos de papel e 

armazenadas em estufa de secagem á 70°C por 72 horas, as quantidades de massa 

seca das plantas foram determinadas.  
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4.5. Avaliação dos parâmetros do solo 

 

Após os períodos de 40 e 70 dias, após o plantio do eucalipto, alguns 

parâmetros do solo foram analisados. 

 

4.5.1. Número total de bactérias  

 

Para contagem de bactérias coletou-se 10g do solo fresco de cada vaso e 

este foi adicionado em um Erleymeyer contendo 90 ml de solução de pirofosfato 1%. 

Os Erleymeyers foram agitados em a 450 rpm em movimentos circular por 30 

minutos. Após a agitação as amostras foram diluídas em séries até 10-8 em tubos de 

ensaio e uma alíquota de 100µl da suspensão foi inoculada para a placa de Petri 

contendo o meio de cultura Bunt & Rovira (1955). A contagem foi feita em triplicata 

por amostra. Após a inoculação, as placas foram incubadas em estufa B.O.D a 32°C 

por 72 horas. Após esse período de incubação foi realizada a contagem das colônias 

bacterianas e o número total de bactérias foi expresso em unidades formadoras de 

colônias (UFC). 

 

4.5.2. Determinação umidade e matéria orgânica do solo  

 

A umidade do solo foi determinada pela fórmula (peso úmido do solo – peso 

seco do solo) / pelo peso úmido do solo. Em cadinho de cerâmica pesou-se 

aproximadamente 10 g de solo fresco, e sequencialmente colocou-os em estufa em 

105°C por 24 horas, após os cadinhos foram retirados e depositados em dessecador 

com sílica, para não reter umidade do ar, e imediatamente realizou-se a pesagem do 

mesmo para obtenção da umidade do solo. Após a pesagem, os cadinhos contendo 
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o solo seco, foram levados e colocados em mufla em 550°C por 24 horas, após 

realizou a pesagem dos cadinhos para determinação da material orgânico (VAN 

RAIJ et al., 1997). 

 

4.5.3. Determinação do fósforo total do solo. 

 

As concentrações de fósforo no solo foram determinadas seguindo o 

procedimento de digestão úmida. O fósforo foi determinado colorimetricamente 

seguindo a extração por bicarbonato de sódio em pH 8,5 (OLSEN & SOMMER 

1982). A quantificação foi realizada utilizando um espectrofotômetro pelo método do 

ácido ascórbico (WATANABE & OLSEN, 1965). 

 

4.5.4. Determinação do fósforo na planta 

 

Para efetuar a análise química das folhas, foram coletadas de todas as 

plantas de eucalipto 10 folhas novas nos períodos de 40 e 70 dias após o plantio.  

As amostras de folhas foram lavadas em uma solução detergente (0,1 % v/v), 

enxaguadas em água destilada até à remoção do detergente e enxaguadas em água 

deionizada. Após a lavagem, as amostras foram colocadas em sacos de papel e 

secas a 65°C em estufa de ventilação forçada, até a massa constante. Depois de 

seco, o material foi moído em moinho tipo Wiley, com câmara de aço inoxidável, com 

peneira de 1 mm de abertura (BATAGLIA et al., 1983). A concentração de fósforo na 

planta foi mensurada segundo Sarruge & Haag (1974).  

 

4.6. Análise dos Dados  

A análise de variância foi realizada usando o Programa Sistema para 

Análises Estatísticas de Ensaios Agronômicos- AgroEstat (2015). O teste de Tukey 
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(p≤0,05) foi utilizado para comparação entre médias. Também foi realizada a 

correlação linear simples entre as variáveis (r), aplicando-se o teste T nos níveis de 

5 e 1% de probabilidade. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Como critério de escolha, foi selecionado três isolados que apresentaram 

maior formação de halo, onde o diâmetro do halo foi superior a 1,5 mm, sendo os 

isolados J310, E310 e Azospirillum brasilense. Devido ao potencial de solubilização 

de fosfato ser proporcional ao tamanho do halo e relação com o tamanho da colônia 

(SOUCHIE et al., 2005).  De acordo com análises taxonômicas dos isolados J310 e 

E310, as árvores filogenéticas demonstrando as características similares 

pertencentes á família Bacillus subtilis, de acordo como se agrupam com os filos e 

classes aos quais pertencem (Figura 2 e 3). 

 

Figura 2 - Árvore filogenética do isolado J310, alinhado à espécie de Bacillus subtilis, após a 
comparação de nucleotídeos presentes no banco de dados com a bactéria. 

 

 gi|1061899680:260-1116 Bacillus subtilis isolate: X-2

 gb|KU744855.1|:253-1109 Bacillus subtilis strain YHSA20

 gi|636560132|ref|NR 116192.1| Bacillus subtilis strain NRRL NRS-744

 gi|636559957|ref|NR 116017.1| Bacillus subtilis strain BCRC 10255

 gi|636560123|ref|NR 116183.1| Bacillus subtilis strain NRRL B-4219

 Consensus RM1

 gi|645321287|ref|NR 118290.1| Bacillus mojavensis strain ifo 15718

 gi|636559963|ref|NR 116023.1| Bacillus licheniformis strain BCRC 11702

 gi|444439608|ref|NR 074923.1| Bacillus licheniformis strain ATCC 14580

 gi|636559466|ref|NR 115526.1| Bacillus cereus strain IAM 12605

 gi|636559654|ref|NR 115714.1| Bacillus cereus

 gi|636560124|ref|NR 116184.1| Bacillus amyloliquefaciens strain NRRL B-14393

 J310 



22 
 

 

 

Figura 3 - Árvore filogenética do isolado E310, alinhado à espécie de Bacillus subtilis, após a 

comparação de nucleotídeos presentes no banco de dados com a bactéria. 

 

 

Embora os isolados J310 e E310 serem da mesma espécie Bacillus subtilis, 

eles são diferentes e possuem capacidade de solubilização de P diferentes (Figura 

4). A quantidade de fósforo solubilizado pela bactéria A. brasilense foi menor 

comparado com as outras duas bactérias testadas. (Figura 5). 

 

 

 gi|636559869|ref|NR 115929.1| Bacillus axarquiensis strain LMG 22476

 gi|636559226|ref|NR 115283.1| Bacillus axarquiensis strain CR-119

 gi|636560125|ref|NR 116185.1| Bacillus mojavensis strain NRRL B-14698

 gi|636559957|ref|NR 116017.1| Bacillus subtilis strain BCRC 10255

 gi|636560132|ref|NR 116192.1| Bacillus subtilis strain NRRL NRS-744

 gi|1061899680:261-1135 Bacillus subtilis

 Consensus

 gb|KU744855.1|:254-1128 Bacillus subtilis strain YHSA20

 gi|636559963|ref|NR 116023.1| Bacillus licheniformis strain BCRC 11702

 gi|636559466|ref|NR 115526.1| Bacillus cereus strain IAM 12605

 gi|636559654|ref|NR 115714.1| Bacillus cereus

 
E310 
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Figura 4 - Solubilização de fósforo em fosfato de rocha em condições de tubo de ensaio dois isolados 
de Bacillus subtilis em três períodos 
 

 

 

 

 

Figura 5. Solubilização de fósforo em fosfato de rocha realizada pela bactéria Azospirillum brasilense 
em relação ao tempo de incubação em condições de tubo. 
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A bactéria Azospirillum brasilense solubilizou uma quantidade inferior de 

fósforo comparada com Bacillus subtillis (J310 e E310). A bactéria Azospirillum 

brasilense possui capacidade de promover o crescimento vegetal não apenas com a 

solubilização de fósforo, mas com mecanismos como o de fixação biológica do 

nitrogênio, enquanto a bactéria Bacillus subtillis é considerada com grande potencial 

de solubilização de fósforo. Yang et al. (2009) em estudos realizados com 

Azospirillum comprovaram que ao fixar o nitrogênio biológico para a planta, houve 

um aumento significativo do sistema radicular, melhorando a absorção de nutrientes 

pouco moveis, como o fósforo.  Já estudos realizados pelas SILVA (2014) relata que 

a maior capacidade de solubilização de fósforo foi observada em meio de fosfato de 

cálcio por isolado de Bacillus, solubilizando cerca de 67% de P, o que possibilitou 

assimilação do nutriente pela planta, através da disponibilidade pelo micro-

organismo.  

Em relação aos parâmetros das plantas, quando comparadas à altura (cm) 

das plantas de eucalipto no período 40 dias após o plantio, os resultados 

apresentaram pequena variação entre os tratamentos (Figura 6). A altura entre os 

tratamentos variaram entre 19,82cm a 13,45cm. O tratamento 11 apresentou melhor 

altura (19,82 cm), seguindo dos tratamentos 1 (19,12 cm), tratamento 5 (18cm), 

tratamento 6 (17,50 cm), tratamentos 10 e 7 (16,62 cm), tratamentos 4 e 3 (16,57 

cm), tratamento 2 (15,12 cm), tratamento 9 (14,87 cm) e tratamento 8 (13,45 cm).  
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Figura 6 – Altura das plantas (cm) avaliadas no período de 40 dias após o plantio. As letras diferentes 
indicam diferenças significativas Tukey (p<0,05). 
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Figura 7 – Altura das plantas (cm) avaliadas no período de 70 dias após o plantio. As letras diferentes 
indicam diferenças significativas Tukey (p<0,05). 
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adubo superfosfato simples em vasos de 8L, avaliados em 60 dias após o plantio, 

observaram um crescimento de 21,33 cm para clone CNB001 e 26,67cm para o 

clone CBN016. Esses dados são semelhantes aos obtidos nesses estudos, 

comprovando a ação dos micro-organismos.  

O parâmetro do diâmetro do caule (cm) no período de 40 dias após o plantio, 

a variação em cada tratamento foi pequena, as médias variaram de 2,70 cm a 1,84 

cm (Figura 8). Seguindo o tratamento 11 (2,70 cm), tratamento 7 (2,52 cm), 

tratamentos 5 e 1 (2,38 cm), tratamento 6 (2,30 cm), tratamento 9 (2,20 cm), 

tratamentos 4 e 3 (2,18 cm), tratamento 2 (2,14 cm), tratamento 10 (1,99 cm) e 

tratamento 8 (1,84 cm).   

 

 

Figura 8 – Diâmetro do caule (cm) avaliado no período de 40 dias após o plantio. As letras diferentes 
indicam diferenças significativas Tukey (p<0,05). 
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Com 70 dias após o plantio, a média do diâmetro do caule (cm) apresentou 

pequenas variações de 4,08cm a 2,92cm, entre os tratamentos (Figura 9). Seguindo 

o tratamento 11 (4,08 cm), tratamento 8 (3,60 cm), tratamento 6 (3,57 cm), 

tratamento 1 (3,56 cm), tratamento 4 (3,46 cm), tratamento 9 (3,40 cm), tratamento 5 

(3,35 cm), tratamento 10 (3,27 cm), tratamento 3 (3,24 cm), tratamento 2 (3,21 cm) e 

tratamento 7 (2,92 cm).  

 

 

Figura 9 – Diâmetro do caule (cm) avaliado no período de 70 dias após o plantio. As letras diferentes 
indicam diferenças significativas Tukey (p<0,05). 
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doses, os tratamentos de 7 a 9 que receberam Bacillus subtillis (E310) em diferentes 

doses, apresentaram atividade de promoção de crescimento para as mudas de 

eucalipto semelhante aos controles, tratamento 10 com fosfato de rocha sem inoculo 

e o tratamento 11 com o adubo superfosfato simples.  

Após 40 dias do plantio, comparando o parâmetro das plantas em relação à 

área folear (cm²) por folhas, houve pequenas variações nas médias entre os 

tratamentos sende 8,94 cm² a 4,27 cm² (Figura 10). Seguindo o tratamento 11 (8,94 

cm²), tratamentos 4 e 3 (7,90 cm²), tratamento 7 (7,32 cm²), tratamento 1 (7,14 cm²), 

tratamento 9 (6,58 cm²), tratamento 5 (6,52 cm²), tratamento 6 (6,28 cm²), tratamento 

10 (6,05 cm²), tratamento 2 (5,35 cm²) e tratamento 8 (4,27 cm²). 

 

 

Figura 10 – Área folear por folha (cm²) avaliada no período de 40 dias após o plantio. As letras 
diferentes indicam diferenças significativas Tukey (p<0,05). 
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com 10ml, apresentou-se com menor área folear, no período de 40 dias após o 

plantio das mudas de eucalipto.  

No período de 70 dias após o plantio, não houve variações entre os 

tratamentos no parâmetro de área folear cm² por folha, a média entre os tratamento 

foi de 9,45 cm² a 7,80 cm² (Figura 11). Os tratamentos seguiram, tratamento 8 (9,45 

cm²), tratamento 11 (9,22 cm²), tratamento 6 (9,11 cm²), tratamento 3 (8,70 cm²), 

tratamento 9 (8,56 cm²), tratamento 4 (8,33 cm²), tratamento 10 (8,23 cm²), 

tratamento 1 (8,20 cm²), tratamento 7 (8,11 cm²), tratamentos 2 e 5 (7,80 cm²). 

 

 

Figura 11 – Área folear por folha (cm²) avaliada no período de 70 dias após o plantio. As letras 
diferentes indicam diferenças significativas Tukey (p<0,05). 
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semelhante aos controles. Medeiros et al. (2016) ao comparar área folear, obteve 

uma média de 17,03 cm² na área folear em mudas de eucalipto, após 60 dias do 

plantio. Esses resultados sugerem que as quantidades dos nutrientes foram poucas 

para observar uma área folear significativas entres as folhas de eucalipto nos 

períodos avaliados. O índice de área folear das folhas de eucalipto é um parâmetro 

importante de avaliação, devido a sua ligação direta com a produtividade agrícola e 

florestal (ALMEIDA et al., 2015). 

Ao comparar a massa seca das folhas no período de 40 dias após o plantio, 

as médias tiveram uma variação entre 105,72g a 28,82g (Figura 12). Seguindo o 

tratamento 10 (105,72 g), tratamento 1 (63,29 g), tratamentos 4 e 3 (59,08 g), 

tratamento 7 (52,89 g), tratamento 9 (49,09 g), tratamento 5 (48,10 g), tratamento 8 

(36,28 g), tratamento 2 (35,29 g), e tratamento 11 (28,82 g).  

 

 

Figura 12 – Massa seca folhas (g) avaliada no período de 40 dias após o plantio. As letras diferentes 
indicam diferenças significativas Tukey (p<0,05). 
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tratamentos, incluindo o tratamento 11, apresentaram valores referentes à massa 

seca das folhas semelhantes. 

No período de 70 após o plantio, a média da massa seca das folhas não 

apresentaram diferenças entre si (Figura 13). O tratamento 11 (87,93 g), tratamento 

8 (87,90 g), tratamento 6 (85,96 g), tratamento 9 (85,71 g), tratamento 3 (85,36 g), 

tratamento 5 (79,40 g), tratamento 2 (77,3 g), tratamento 1 (73,34 g), tratamento 10 

(73,22 g), tratamento 4 (69,39 g), e tratamento 7 (69,37 g).  

 

 

Figura 13 – Massa seca folhas (g) avaliada no período de 70 dias após o plantio. As letras diferentes 
indicam diferenças significativas Tukey (p<0,05). 
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o clone CBN016, após 60 dias do plantio, avaliando adubação do superfosfato 

simples. Enquanto Benatti (2013) observou um valor de 4,39 t.ha¹ de massa seca 

em folhas de eucalipto avaliadas em latossolo e cambissolo.  Santana et al. (2008) 

ao avaliar a massa seca das folhas de eucalipto em diversas regiões com 

aproximadamente um ano, obteve uma média de 22,0g de massa seca das folhas. A 

massa seca das folhas refere-se ao bom desenvolvimento do eucalipto, atribuídos 

às características de absorção de água, ao desenvolvimento radicular e assimilação 

dos nutrientes (MENEZES et al., 2009). 

Para a massa seca (g) da raiz de eucalipto, após 40 dias do plantio, as 

médias apresentaram pouca variação entre os tratamentos, sendo de 1,24g a 0,57g 

(Figura 14). Na seguinte sequencia, tratamento 10 (1,24 g), tratamento 1 (0,88 g), 

tratamentos 5 e 9 (0,78 g), tratamentos 8 e 2 (0,64 g), tratamento 6 (0,61 g), 

tratamento 7 (0,60 g), tratamentos 3 e 4 (0,59 g) e tratamento 11 (0,57 g). 

 

 

Figura 14 – Massa seca raiz (g) avaliada no período de 40 dias após o plantio. As letras diferentes 
indicam diferenças significativas Tukey (p<0,05). 
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No período de 40 dias após o planto o tratamento 10 controle, que recebeu 

fosfato de rocha sem inoculo, apresentou melhor massa seca da raiz, enquanto o 

tratamento 11 controle, que recebeu superfosfato simples, teve uma menor massa 

seca da raiz quando comparado aos demais tratamentos, que não mostraram 

diferenças entre si e controles.  

Com 70 dias após o plantio, as médias na massa seca da raiz, apresentaram 

variações de 1,67g a 0,91g (Figura 15). Seguindo o tratamento 3 (1,67 g), 

tratamento 8 (1,65 g), tratamento 11 (1,62 g), tratamento 6 (1,51 g), tratamento 9 

(1,49 g), tratamento 4 (1,45 g), tratamento 1 (1,41 g), tratamento 10 (1,25 g), 

tratamento 2 (1,18 g), tratamento 5 (1,09 g) e tratamento 7 (0,91). 

 

 

Figura 15 – Massa seca raiz (g) avaliada no período de 70 dias após o plantio. As letras diferentes 
indicam diferenças significativas Tukey (p<0,05). 
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(E310) na concentração 1x10⁷ com 10ml, e tratamento 11  controle, superfosfato 

simples, e o tratamento que obteve menor massa seca da raiz foi o tratamento 7 que 

recebeu o inoculo Bacillus subtillis (E310) na concentração 1x10⁷ com 1ml. Os 

demais tratamentos tiveram a massa seca semelhante aos controles e entre os 

tratamentos. Em estudo realizado por Eloy et al. (2013) a média da massa seca da 

raiz foi de 3,32g avaliadas em Eucalyptus grandis após 140 dias de plantio. Para 

Santos (2000), quanto maior obtenção da massa seca das raízes de eucaliptos, 

maior deve ser a dimensão dos recipientes, assim haverá maior crescimento do 

sistema radicular e melhor crescimento das mudas. Binotto (2007) avaliou a massa 

seca de raiz em Eucalyptus grandis obtendo 0,96g após 120 dias de semeadura em 

tubetes. Para o autor, avaliar a massa seca de raiz, possibilita uma melhor 

compreensão da absorção dos nutrientes em relação ao desenvolvimento do 

sistema radicular, que é essencial para aumentos no pico da produtividade. 

Em relação aos parâmetros das plantas. No período de 40 dias após o 

plantio, o tratamento 11, controle, que recebeu superfosfato simples, apresentou 

melhores condições de avaliação nos parâmetros altura da planta, diâmetro do caule 

e área folear, enquanto, o tratamento 8 que recebeu o inoculo Bacillus subtillis 

(E310) na concentração 1x10⁷ com 10ml, apresentou valores inferiores aos demais 

tratamentos, nos parâmetros altura da planta, diâmetro do caule e área folear. 

Enquanto nos parâmetros de massa seca das folhas e massa seca da raiz, o 

tratamento 10 controle, que recebeu fosfato de rocha sem inoculo, apresentou 

melhores condições de avaliação nesse período, enquanto, o tratamento 11 

controle, que recebeu superfosfato simples, apresentou valores inferiores aos 

demais tratamentos, nos parâmetros massa seca das folhas e raiz.  

Com 70 dias após o plantio, as relações entre os parâmetros da planta e os 

tratamentos variaram, o tratamento 11 controle, que recebeu superfosfato simples, 

apresentou melhores condições nesse período nas características, altura da planta, 

diâmetro do caule, massa seca das folhas e massa seca da raiz. O parâmetro de 

área folear não apresentou diferença sobre nenhum tratamento nesse período. O 

tratamento 10 controle, que recebeu fosfato de rocha sem inoculo, apresentou valor 

inferior dos demais tratamentos nesse período apenas na altura das plantas. Nos 
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demais parâmetros, diâmetro do caule, massa seca das folhas e massa seca da 

raiz, o tratamento que apresentou valores inferiores aos demais, foi o tratamento 7 

que recebeu Bacillus subtillis (E310) na concentração 1x10⁷ com 1ml. Conclui que 

em todos os parâmetros todos os tratamentos apresentaram atividade semelhante 

ao tratamento 11 controle, que recebeu superfosfato simples, onde os nutrientes 

estava prontamente disponível para a planta, sugerindo assim, que os inoculos 

bacterianos promoveram crescimento para a planta. Todos os parâmetros 

morfológicos são utilizados para determinar a qualidade de mudas nos eucaliptos, 

esses parâmetros servem para avaliar a qualidade, desenvolvimento e produtividade 

das plantas (GOMES et al., 2003; BINOTTO, 2007).  A relação dos parâmetros, 

altura da planta, diâmetro, área folear, fitomassa seca da parte aérea e das raízes, 

deixam a planta mais lignificada e com melhores capacidades de sobrevivência 

(GOMES & PAIVA, 2004). 

Para o número total de bactérias, no período de 40 dias após o plantio, 

houve uma pequena variação entre os tratamentos. O tratamento 11 apresentou o 

maior número de bactérias totais (6,9 UFC) seguido pelo tratamento 9 (6,8 UFC) e 

os tratamentos que apresentaram os menores valores para o número de bactérias 

totais foram o tratamento 5 (6,6 UFC) seguido pelo tratamento 7 (6,5 UFC). (Figura 

16). 
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Figura 16 - Número (médias e desvio padrão) de totais bactérias (log10) UFC/por grama de solo 
isoladas dos solos de todos os tratamentos com a planta do eucalipto no período de 40 dias após o 
plantio. As letras diferentes indicam diferenças significativas Tukey (P<0,05). 

 

Os tratamentos de 1 a 9 receberam inoculo bacterianos e os tratamentos 10 

e 11 não receberam. No período de 40 dias após o plantio do eucalipto o tratamento 

11 controle, que recebeu superfosfato de rocha, apresentou maior UFC de bactérias 

totais comparado com os outros tratamentos que receberam inoculo.  Enquanto o 

tratamento 7 que recebeu Bacillus subtillis (E310) na concentração 1x10⁷ com 1ml, 

apresentou um UFC inferior aos demais tratamentos. Porém todos os tratamentos 

apresentaram UFC semelhante aos controles. Isto pode ter acontecido porque o solo 

apresentava uma microbiota inicial e quando este solo recebeu micro-organismos 

exógenos, houve competição pelos mesmos nutrientes com os micro-organismos 

endógenos, essa nova microbiota pode ter promovido um rearranjo nas populações 

microbianas iniciais e como resultado, a população bacteriana final total (após a 

inoculação) foi menor do que a população inicial. Alguns estudos demonstram que 

as propriedades do solo e o manejo podem afetar a densidade e a diversidade 

bacteriana. O solo utilizado nesse estudo apresentou inicialmente pH 4,7, a 

população bacteriana exigem condições em pH próximo 7,0 para melhor atividade 
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metabólica. Outro fator que pode ter influenciado a baixa quantidade na população 

bacteriana são as características do solo, que apresentou 347 g Kg⁻¹ de areia 

grossa, 600 g Kg⁻¹ e 39 g Kg⁻¹ de argila, caracterizando o solo arenoso. Beneduze et 

al. (2013) encontraram que o pH e a porcentagem elevada de argila foram os fatores 

que mais afetaram seis diferentes populações de bactérias solubilizadoras de 

fósforo, enquanto que a matéria orgânica foi o parâmetro menos relacionado com a 

diversidade microbiana. Esses autores também demonstraram que o pH poderia 

limitar a presença de micro-organismos no solo, colocando uma barreira para a 

diversidade. Parâmetros como a quantidade de argila e textura do solo influenciam a 

sobrevivência e a proliferação da bactéria no solo e na rizosfera.  

Para o período de 70 dias após o plantio do eucalipto o maior número de 

bactérias totais na base log10 em UFC/ g de solo seco foi encontrado no tratamento 

6 (6,9 UFC) seguido pelo tratamento 5 (6,8 UFC), tratamento 10 (6,8 UFC), 

tratamento 9 (6,7 UFC), tratamento 1 (6,7 UFC), tratamento 4, (6,7 UFC) e 

tratamento 3 (6,7 UFC). O menor número de bactérias totais foi encontrado no 

tratamento 11 (6,5 UFC), seguido pelo tratamento 8 (6,6 UFC), tratamento 2, (6,7 

UFC) e tratamento 7 (6,7 UFC).  As diferenças significativas ocorreram entre os 

tratamentos 11 e 8 comparado com todos os outros tratamentos (Figura 17). 
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Figura 17 - Número total de bactérias (médias e desvio padrão) (log10) em UFC/ g de solo seco de 
todos os tratamentos com eucalipto no período de 70 dias após o plantio. As letras diferentes indicam 
diferenças significativas Tukey (P<0,05).  

 

No período de 70 dias após o plantio, a população bacteriana apresentaram 

melhor UFC aos tratamentos que recebera os inoculos bacterianos ( Tratamento 1 á 

9). O tratamento 11 controle, que recebeu superfosfato simples, que com 40 dias 

após o plantio apresentou maior UFC, com 70 dias apresentou uma queda na sua 

população microbiana.  Enquanto o tratamento 8 que recebeu Bacillus subtillis 

(E310) na concentração 1x10⁷ com 10ml que com 40 dias apresentou uma UFC 

semelhante aos demais tratamentos, com 70 dias ocorreu um queda na sua 

população. Os demais tratamentos, apresentaram UFC semelhantes entre si, não os 

diferenciando aos dos controles T10 e T11. 

Esses resultados sugerem que a inoculação de bactérias solubilizadoras de 

fósforo não promoveu um aumento no número de bactérias totais, mas que os 

micro-organismos adicionados ao solo após o plantio do eucalipto apresentaram 

uma interação com o sistema radicular da cultura, o que pode ter sustentado sua 

sobrevivência e atividade metabólica para promoção do crescimento da planta.  O 
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aumento da população microbiana do solo é resultado de uma interação entre as 

raízes das plantas, o solo e as condições ambiental (COTTA et al., 2014).  Acosta-

Mártinez et al. (2008) verificaram diferenças na diversidade bacteriana no solo 

estudada sob diferentes manejos e usos do solo, não apenas na presença ou 

ausência de bactérias, mas também na distribuição bacteriana. Assim, levando-se 

em conta os dados obtidos no presente estudo, pesquisas futuras podem ser 

realizadas no intuito de verificarem-se os efeitos da adição de bactérias 

solubilizadoras de fósforo em diferentes tipos de solo e manejo, mantendo-se as 

condições de vaso e as plantas de eucalipto, na busca de resultados mais 

esclarecedores sobre o potencial desses micro-organismos. 

 

Na concentração de fósforo no solo, no período de 40 dias após o plantio, 

houve variações nas médias entre 303,09mg a 73,33mg nos tratamentos (Figura 

18). Seguindo o tratamento 11 (303,09 mg), tratamento 2 (226,02 mg), tratamento 1 

(204,16 mg), tratamento 8 (203,93 mg), tratamento 6 (201,66 mg), tratamento 7 

(201,33 mg), tratamentos 3 e4 (198,45 mg), tratamento 5 (179,88 mg), tratamento 9 

(162,50 mg) e tratamento 10 (73,33 mg). 

 

 



41 
 

 

Figura 18 - Concentração de fósforo em mg de P.g
-1

 de solo seco (médias e desvio padrão) de todos 
os tratamentos com eucalipto no período de 40 dias após o plantio. As letras diferentes indicam 
diferenças significativas Tukey (P<0,05). 
 
 

Para a concentração de fósforo no solo no período de 40 dias após o plantio 

todos os tratamentos que receberam o inóculo com as bactérias solubilizadoras de 

fósforo tiveram uma concentração de fósforo no solo maior do que o tratamento 10 

controle, que recebeu fosfato de rocha sem inóculo. Enquanto o tratamento 11 

controle, que recebeu superfosfato simples, apresentou maiores concentrações de 

fósforo no solo. O tratamento 11 controle, que recebeu superfosfato simples, possui 

fósforo prontamente disponível para planta, por essa ocasião as concentrações de 

fósforo encontrados no solo são maiores, o tratamento 10 controle, que recebeu 

fosfato de rocha sem inoculo, apresentou baixa concentração de fósforo, pois o 

nutriente não está prontamente disponível para a planta, por estar na forma insolúvel 

exige uma demanda de tempo para encontrar-se disponível para assimilação da 

planta, os tratamentos de 1 a 9 receberam o fosfato de rocha e as bactérias 

solubilizadoras de fósforo em diferentes doses na concentração 1x10⁷, e sua 

concentração de fósforo no solo foi maior quando comparada ao tratamento 10 

controle, o que evidencia a atividade metabólica realizada pelas bactérias na 

disponibilidade de fósforo para a planta.  
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Para o período de 70 dias após o plantio do eucalipto médias na 

concentração de fósforo no solo tiveram pouca variação, entre 279,52mg a 44,88mg 

(Figura 19). Seguindo os tratamento 11 (279,52 mg), tratamento 10 (98,09 mg), 

tratamento 8 (66,90 mg), tratamento 7 (65,69 mg), tratamento 5 (64,05 mg), 

tratamento 4 (61,31 mg), tratamento 6 (60,83 mg), tratamento 9 (56,66 mg), 

tratamento 2 (47,74 mg), tratamento 1 (47,26 mg), tratamento 3 (44,88 mg). 

 

 

Figura 19 - Concentração de fósforo em mg de P.g
-1

 de solo seco (médias e desvio padrão) de todos 
os tratamentos com eucalipto no período de 70 dias após o plantio. As letras diferentes indicam 
diferenças significativas Tukey (P<0,05). 

 

Para o período de 70 dias após o plantio, o tratamento 11 controle, que 

recebeu superfosfato simples, continuou apresentando maior concentração de 

fósforo no solo, isso devido a sua disponibilidade imediata para a planta. O 

tratamento 10 controle, que recebeu fosfato de rocha sem inoculo, apresentou 

melhor concentração no solo quando comparado aos tratamentos 1 a 9 que 

receberam os inoculos bacterianos. Enquanto os tratamentos que receberam 

inoculos bacterianos tiveram suas concentrações inferiores quando comparados aos 

40 dias após o plantio. Acredita-se que após 70 dias do plantio, o fósforo 
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disponibilizado pelas bactérias (tratamento de 1 a 9) no solo, tenha sido assimilado 

pela planta pelo seu sistema radicular.  No o tratamento 11 as concentrações 

encontradas no solo são maiores nos dois períodos, acredita-se que a planta 

assimilou o necessário para sua atividade metabólica e como o fósforo está 

prontamente disponível as concentrações encontradas no solo são maiores. Para o 

tratamento 10, pode ser que após 70 dias do plantio, quando comparados no 

período de 40 dias, pouca quantidade de fósforo se tornou disponível no solo para a 

planta.  

As concentrações de fósforo nas folhas da planta do eucalipto no período de 

40 dias após o plantio variaram de 3,77g a 1,80g (Figura 20). Seguindo o tratamento 

9 (3,77 g), tratamento 8 (3,61 g), tratamento 11 (3,41 g), tratamentos 4 e 3 (3,01 g), 

tratamento 10 (2,98 g), tratamento 1 (2,74 g), tratamento 7 (2,72 g), tratamento 2 

(2,60 g), tratamento 5 (2,45 g) e tratamento 6 (1,80 g). 

 

Figura 20 -  Concentração de fósforo em g de P kg⁻¹  massa seca folhas eucalipto (médias) de todos 

os tratamentos no período de 40 dias após o plantio. As letras diferentes indicam diferenças 
significativas Tukey (P<0,05). 

 

Não houve diferenças significativas comparadas entre os tratamentos e os 
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folhas de eucalipto no período de 40 dias após o plantio. Entretanto, os tratamentos 

que receberam os inoculos bacterianos, apresentaram concentrações de fósforo na 

massa seca das folhas semelhantes ao controle do tratamento 11 que recebeu o 

fósforo prontamente disponível para as plantas. Esses resultados sugerem que 

nesse período, as quantidades de fósforo encontradas no solo foram maiores, por 

esse motivo, a planta estava no processo de absorção do fósforo pelo sistema 

radicular, todo fósforo absorvida encontrava-se ainda em suas raízes.  

As concentrações de fósforo nas folhas da planta do eucalipto no período de 

70 dias após o plantio variaram entre 4,78g a 2,06g (Figura 21). Seguindo o 

tratamento 11 (4,78 g), tratamento 7 (4,18 g), tratamento 10 (3,76 g), tratamento 9 

(3,65 g), tratamento 8 (3,63 g), tratamento 3 (3,36 g), tratamento 6 (3,31 g), 

tratamento 5 (3,21 g), tratamento 4 (2,95 g), tratamento 1 (2,40 g) e tratamento 2 

(2,06 g). 

 

 

Figura 21 - Concentração de fósforo em g de P kg⁻¹  massa seca folhas eucalipto (médias) de todos 

os tratamentos no período de 70 dias após o plantio. As letras diferentes indicam diferenças 
significativas Tukey (P<0,05). 
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Após 70 dias do plantio o tratamento 11 controle, que recebeu superfosfato 

simples, apresentou melhor concentração de fósforo nas folhas, enquanto aos 

demais tratamentos as concentrações variaram constantemente, os tratamentos T7, 

T8 e T9 que receberam Bacillus subtillis (E310), apresentaram uma concentração de 

fósforos semelhantes aos controles. A média de solubilização em tubo por Bacillus 

subtillis (E310), foi bem melhor quando comparados aos isolados Azospirillum 

brasilense e Bacillus subtillis (J310). Os tratamentos de T1 á T6 apresentaram uma 

concentração de fósforo inferior quando comparados aos tratamentos de T7 a T9, 

porém não houve diferenças significativas.  

No presente estudo não se pôde verificar o efeito das doses dos inoculos 

bacterianos. Quando um micro-organismo exógeno é inoculado no solo, inicialmente 

ocorre uma diminuição do número de indivíduos, depois se as condições ambientais 

forem apropriadas, geralmente o número de indivíduos cresce. Usualmente quem 

garante as condições apropriadas para os micro-organismos são as plantas, 

liberando os nutrientes necessários através dos seus exsudatos de raízes. Por isso, 

faz-se necessário a associação entre a planta correta para o micro-organismo 

adequado. Neste estudo, os resultados sugerem que não houve uma forte 

associação entre a planta do eucalipto com Azospirillum brasilense e Bacillus 

subtilis, porém suas atividades foram semelhantes ao controle que recebeu o fósforo 

prontamente disponível para a planta.  Provavelmente o tempo de avaliação pode ter 

sido curto para identificarmos diferenças entre o desenvolvimento das plantas em 

função dos tratamentos. O sucesso no estabelecimento de uma espécie bacteriana 

introduzida como inoculante no solo depende da sua sobrevivência no solo e da sua 

compatibilidade com a cultura vegetal na qual ela foi inoculada. Além disso, depende 

de suas interações com a microbiota inicial do solo e outros fatores ambientais que 

desempenham papel importante na determinação final do resultado da inoculação 

(MARTINS et al., 2013). 
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6. CONCLUSÃO  

 

A inoculação no solo em condições de vaso com o Azospirillum brasilense e 

Bacillus subtillis não promoveu maior crescimento das plantas de eucaliptos 

comparados com os tratamentos controle. Embora os isolados não tenham 

apresentado diferenças significativas os tratamentos e as doses aplicadas, os 

mesmos se mostraram mais eficiente em relação à fonte de P insolúvel e 

apresentaram resultados semelhantes à fonte de P prontamente disponível. 

Provavelmente as condições do solo não favoreceram o desenvolvimento e 

atividade dos isolados após o plantio e o período avaliado tenha sido curto para 

notar diferenças. 
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