
RESSALVA 

Atendendo solicitação do(a) 
autor(a), o texto completo desta tese 
será disponibilizado somente a partir 

de 23/06/2017. 



i 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA- UNESP 

CÂMPUS DE JABOTICABAL 

Azospirillum brasilense E UM ISOLADO SOLUBILIZADOR 

DE FÓSFORO EM MILHO  

Carime Moraes 

 Bióloga 

2016 



ii 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA- UNESP 

CÂMPUS DE JABOTICABAL 

Azospirillum brasilense E UM ISOLADO SOLUBILIZADOR 

DE FÓSFORO EM MILHO  

Carime Moraes 

Orientador: Prof. Dr. Everlon Cid Rigobelo 

Tese apresentada à Faculdade de Ciências 
Agrárias e Veterinárias– Unesp, Câmpus de 
Jaboticabal, como parte das exigências para a 
obtenção do título de Doutor em Microbiologia 
Agropecuária  

2016 

 



iii 

Moraes, Carime 
M827a Azospirillum brasilense e um isolado solubilizador de fósforo em 

milho / Carime Moraes. – – Jaboticabal, 2016 
vii ,64 p. : il. ; 29 cm 

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista, Faculdade de 
Ciências Agrárias e Veterinárias, 2016 

Orientador: Everlon Cid Rigobelo 
Banca examinadora: Fábio Camilotti, Mariana Carina Frigieri, 

Gustavo Vitti Môro, Dinalva Alves Mochi 
Bibliografia 

1. Bactérias promotoras de crescimento de plantas. 2.
Solubilização de fosfato de rocha. 3. Adubação nitrogenada. 4. Zea 
mays. I. Título. II. Jaboticabal-Faculdade de Ciências Agrárias e 
Veterinárias. 

CDU 576.858:633.15 

Ficha catalográfica elaborada pela Seção Técnica de Aquisição e Tratamento da Informação – 

Serviço Técnico de Biblioteca e Documentação - UNESP, Câmpus de Jaboticabal. 



iv 



v 

 

 
DADOS CURRICULARES DA AUTORA 

 

CARIME MORAES – nascida em 26 de outubro de 1983, na cidade de 

Jaboticabal, SP, filha de Osvaldo Moraes e Maria de Fátima Rizzo Moraes, Bióloga, 

graduada pelo Centro Universitário de Araraquara (UNIARA) em Dezembro de 2005. 

Durante a graduação foi bolsista de iniciação científica – FAPESP no Departamento 

de Morfologia e Fisiologia Animal da FCAV/Unesp de Janeiro 2003 a Dezembro de 

2005, onde publicou trabalhos em congressos e revistas científicas. Em Março de 

2007 ingressou no Curso de Pós Graduação em Microbiologia Agropecuária da 

Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias (FCAV) / Unesp - Jaboticabal, 

recebendo o título de mestre em Junho de 2009. Ingressou no Curso de Doutorado 

do mesmo programa, em Agosto de 2012. Durante esse período participou de 

eventos apresentando trabalhos. Obteve o título de Doutora em Microbiologia na 

área de Microbiologia Agropecuária em Junho de 2016.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



vi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

EPÍGRAFE 

 

 

 
TUDO POSSO NAQUELE QUE ME FORTALECE (Filipenses 4:13) 

 



vii 

 

 

 

A Deus, por toda força, coragem e sempre estar comigo em todos os momentos de 

minha vida. 

 

Ao meu pai, Osvaldo Moraes pelo incentivo e amor. 

 

A minha mãe Maria de Fátima, pelo amor, apoio e dedicação. 

 

OFEREÇO 
 
 

 

 

 

 

A Luiz Ézio pelo carinho e compreensão nos momentos difíceis.  

 

Às minhas irmãs, Andreia e Patrícia, pela amizade e carinho. 

 

 

DEDICO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



viii 

 

 

AGRADECIMENTOS 

 

 
A DEUS e a NOSSA SENHORA DE APARECIDA pela sáude e coragem, iluminado 

os meus passos para vencer mais esta etapa da minha vida. 

 

Á Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias de Jaboticabal pela 

oportunidade de realização do curso. 

 

Ao meu orientador professor Dr. Everlon Cid Rigobelo pela oportunidade, 

confiança e apoio indispensável para o desenvolvimento deste trabalho. 

 

Ao amigo Luiz Carlos de Assis por todo aprendizado, paciência, amizade e 

dedicação nos ensinamentos. 

 

Á banca examinadora: Prof. Dr. Fábio Camilotti, Prof. Dra. Mariana Carina Frigieri, 

Prof. Dr. Gustavo Vitti Môro e Dr. Dinalva Alves Mochi pelas valiosas considerações 

que contribuíram para a melhoria deste trabalho. 

 

Ao prof. Dr. José Carlos Barbosa pela atenção e auxílio na realização das análises 

estatísticas.  

 

Ao corpo docente do Programa de Pós Graduação em Microbiologia 

Agropecuária pela transferência de conhecimentos e contribuição para minha 

formação intelectual.  

 

Á CAPES pela concessão da bolsa de estudo por um ano e nove meses. 

 

Á Bibliotecária Núbia pelo auxílio nas correções da bibliografia citada. 

 

As amigas especiais: Ana Carolina R. Machado e Dinalva A. Mochi por estarem ao 

meu lado nas horas difíceis, me confortando sempre.  

 



ix 

 

 

Aos amigos do laboratório por todos os momentos compartilhados, tanto de 

trabalho quando os de descontração. 

 

À Edna Maria Testa Dáquila e Rosangela Andrade Vaz pelo auxílio e carinho. 

 

Ao Departamento de Produção Vegetal por ceder a estufa para a realização do 

trabalho. 

 

Ao Prof. Dr. Gustavo Vitti Môro por gentilmente fornecer as sementes utilizadas no 

experimento e toda atenção prestada ao trabalho. 

 

Aos funcionários da seção de Pós Graduação pelo esclarecimento e auxílio nas 

dúvidas.  

 

 

À todos que contribuíram para a realização deste trabalho ou participaram deste 

momento......muito obrigada por tudo! 

 

 

 

 

 

 

 

 
A persistência é o caminho do êxito  (Charles Chaplin) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



i 

 

SUMÁRIO 

 
 

RESUMO ........................................................................................................... iii 

ABSTRACT . ..................................................................................................... iv 

LISTA DE TABELA ............................................................................................ v 

LISTA DE FIGURAS ......................................................................................... vii 

1. INTRODUÇÃO ............................................................................................... 1 

2. OBJETIVOS .............................................................................................................. 3 

3. REVISÃO DE LITERATURA .................................................................................. 3 

3.1. A cultura do milho (Zea mays L.) ................................................................. 3 

3.2. Bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCP) ............................ 5 

3.3. Importância do fósforo (P) ............................................................................ 8 

3. 4. Importância do nitrogênio (N) .................................................................... 12 

3.5. Benefícios da inoculação com Azospirillum brasilense ......................... 14 

4. MATERIAL E MÉTODOS ...................................................................................... 17 

4.1. Plantio ............................................................................................................. 17 

4.2. Adubação ....................................................................................................... 18 

4.3. Isolado e preparo do inóculo ...................................................................... 18 

4.4. Inoculação ..................................................................................................... 19 

4.5. Avaliação ....................................................................................................... 19 

4.5.1. Determinação da altura e matéria seca da planta ...................... 19 

4.5.2. Análises microbiológicas e química do solo ................................ 20 

4.5.2.1. Análises microbiológicas do solo ............................................... 20 

4.5.2.1.1. Contagem de bactérias totais .................................................. 20 

4.5.2.1.2. Carbono da biomassa microbiana .......................................... 21 

4.5.2.2. Análises química do solo ............................................................. 23 

4.5.2.2.1. Determinação da umidade do solo ......................................... 23 

4.5.2.2.2. Determinação da matéria orgânica do solo .......................... 23 

4.5.2.2.3. Nitrogênio total Kjeldahl ..................................................... 24 



ii 

 

4.5.2.2.4. Fósforo solúvel ........................................................................... 24 

4.5.2.2.5. Solubilização de fosfato insolúvel em meio de cultura 

líquido ........................................................................................................................... 25 

4.5.2.2.6. Determinação do fosfato solúvel ............................................. 25 

5. Delineamento experimental e análise estatística .............................................. 26 

6. RESULTADOS E DISCUSSÃO ........................................................................... 27 

6.1. Altura, matéria seca de raiz e folha das plantas de milho ..................... 27 

6.2. Contagem de bactérias totais, fósforo e nitrogênio total no solo ......... 32 

6.3. Matéria orgânica, umidade e carbono da biomassa microbiana do solo

 ................................................................................................................................. 37 

6.4. Concentração de fosfato solúvel em meio de cultura líquido ................. 40 

7. CONCLUSÕES ....................................................................................................... 43 

8. REFÊRENCIAS ...................................................................................................... 44 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



iii 

 

 

Azospirillum brasilense E UM ISOLADO SOLUBILIZADOR DE FÓSFORO EM 
MILHO 

 
 

RESUMO -A utilização de micro-organismos que auxiliam no crescimento e nutrição 
de plantas é uma alternativa promissora para reduzir a dependência de fertilizantes 
químicos, diminuindo os custos da produção agrícola e também os impactos 
ambientais causados. Objetivou-se avaliar a solubilização de fluorapatita pelas 
bactérias A. brasilense e S11 em meio de cultura e avaliar a capacidade desses 
isolados em promover o crescimento de plantas de milho, além de verificar as 
alterações químicas e microbiológicas ocorridas no solo decorrente da inoculação 
das bactérias. O teor de fósforo em meio de cultivo foi verificado diariamente por 7 
dias. As plantas de milho foram cultivadas em potes plásticos de 12 dm3 preenchidos 
com latossolo vermelho escuro em ensaio conduzido em casa de vegetação. Os 
tratamentos foram dispostos em blocos casualizados, em fatorial (4x2x2), com cinco 
repetições. Os fatores foram: 1) Inoculação no solo (A. brasiliense, bactéria 
solubilizadora de fósforo (S11), inoculação com as duas bactérias, controle). 2) Dois 
níveis de adubação fosfatada: fertilizado e não fertilizado com fosfato de rocha; 3) 
dois níveis de adubação nitrogenada em cobertura (ausência e presença). Os 
parâmetros da planta avaliados foram: altura, massa de matéria seca de parte aérea 
e raiz, enquanto no solo verificou-se a umidade, teor de matéria orgânica, contagem 
total de bactérias, nitrogênio total, fósforo e carbono da biomassa microbiana. O teor 
de fósforo solúvel no meio de cultivo variou de 5,26 a 13,56 µg P mL-1para A. 
brasilense e de 62,04 a 760,55 µg P mL-1para S11. A inoculação com S11 após 336 
horas proporcionou o maior valor de fósforo solúvel no meio de cultivo. A aplicação 
de A. brasilense na ausência de adubação fosfatada aumentou em 10,2% e 28% a 
altura da planta e matéria seca de folha, respectivamente. Na ausência de adubação 
fosfatada e nitrogenada a aplicação de bactéria solubilizadora de fósforo aumentou 
em 44,1% a matéria seca de raiz e 32% a de folha. A umidade do solo não foi 
afetada pelos fatores avaliados, enquanto que a matéria orgânica foi incrementada 
pela adubação fosfatada e inoculação de A. brasilense. Após 60 dias da semeadura, 
a inoculação com S11 isolado ou em combinação com A. brasilense, resultou em 
aumentos de 4,2 e 3,5%, respectivamente, na densidade de bactérias no solo. A 
inoculação em conjunto de A. brasilense e S11 na presença de adubação fosfatada 
e nitrogenada em cobertura proporcionou o maior valor de nitrogênio total no solo. 
Aumento de 75,9% no fósforo do solo foi obtido com adubação fosfatada e 
inoculação com A. brasilense. A inoculação de A. brasilense associada a presença 
de adubação nitrogenada e na ausência de adubação fosfatada promoveu um 
aumento no carbono da biomassa microbiana. 

 
Palavras-chave: adubação nitrogenada, bactérias promotoras de crescimento de 
plantas, fosfato de rocha, solubilização de fosfato, Zea mays 
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Azospirillum brasilense AND A PHOSPHORUS SOLUBILIZER ISOLATED IN 
MAIZE 

 

 
 

ABSTRACT - The use of microorganisms that help the plant growth and nutrition is a 
promising alternative to minimize the dependence of chemical fertilizers, reducing 
both costs and the environmental impacts. We aimed evaluate the fluorapatite 
solubilizing by A. brasilense and S11 bacteria in culture medium, as well evaluate its 
capacity of promote the maize growth. We also verified the chemical and biological 
changes in the soil due to the bacteria inoculation. The phosphate content in the 
cultivation medium was determined daily per 7 days. The maize plants were 
cultivated in plastic pots of 12dm3 filled out with an Oxisol in an experiment carried 
out under greenhouse condition. Treatments were arranged in a randomized blocks 
design in a factorial scheme (4x2x2), with five replications. The factors were: 1) Soil 
Inoculation (A. brasilense, the phosphorus solubilizing bacteria S11, inoculation with 
both bacteria, and control). 2) Two levels of phosphate fertilization: with and without 
rock phosphate. 3) Two levels of nitrogen topdressing fertilization (presence and 
absence). The evaluated plant parameters were: high, aerial and root parts dry 
matter mass, soil humidity, organic matter, total bacterial count, total nitrogen and 
phosphorus, and microbial biomass carbon. The soluble phosphorus content in the 
mean varied from 5.26 to 13.56 µg P mL-1 to A. brasilense and from 62.04 to 760.55 
µg P mL-1 to S11. The S11 inoculation after 336 hours provided the highest soluble 
phosphorus content in the mean. When we used A. brasilense without the phosphate 
fertilization the plant was 10% taller and had 28% more dry matter. When we used 
the phosphorus solubilizing bacteria without neither nitrogen nor phosphorus there 
was an increase of 44.1% of root dry matter and 32% of leaves. The soil humidity 
was not affected by the evaluated factors, while the organic matter increased due to 
the phosphate fertilization and A. brasilense inoculation. After 60 days of seedling, 
the inoculation with S11 both isolated and combined with A. brasilense presented an 
increase of 4.2 and 3.5% of bacteria density, respectively. Inoculating both A. 
brasilense and S11 together to the phosphate and topdressing nitrogen fertilizer, 
there was a higher content of total nitrogen in the soil. We could observe an increase 
of 75.9% in the soil phosphorus when combined with phosphate fertilization and A. 
brasilense inoculation. A. brasilense inoculation together to the nitrogen fertilization 
and without the phosphate fertilization promoted an increase in the microbial biomass 
carbon. 

 
Keywords: nitrogen fertilization, plant growth-promoting bacteria, rock phosphate, 
phosphate solubilization, Zea mays 
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1. INTRODUÇÃO  

 

A cultura do milho (Zea mays L.) possui uma grande importância na produção 

mundial de cereais. Este grão é usado na alimentação humana, animal e na geração 

de matérias-primas industriais (ARRUDA et al., 2013). Dentro da evolução mundial 

de produção, o Brasil tem destaque como terceiro maior produtor, com uma 

produção agrícola total de 83.336 milhões de toneladas (CONAB, 2016). 

Para obter altos rendimentos na maioria das culturas, especialmente em 

milho, torna-se imprescindível o fornecimento de nitrogênio que, entre os nutrientes 

minerais, é um dos mais importantes e limitantes para a produtividade, sendo sua 

aplicação requerida em grandes quantidades (DOTTO et al., 2010). A utilização 

deste elemento envolve danos ambientais, como o aumento da concentração de 

nitrato na superfície da água e solo, perda de nitrato por lixiviação, volatilização da 

amônia e emissão de óxido nitroso durante a desnitrificação (KENNEDY et al. 2004).  

Outro elemento muito importante e muito exigido pelas plantas de milho é o 

fósforo, pois este faz parte de diversas moléculas que mantém o metabolismo 

celular, como os ácidos nucléicos, as proteínas e os aminoácidos (ACEVEDO et al., 

2014). A disponibilidade deste nutriente no solo é bastante limitada, havendo a 

necessidade da aplicação de fertilizantes solúveis para o adequado crescimento das 

plantas (VIRUEL et al., 2014). Entretanto, os fertilizantes solúveis, além do alto custo 

e da grande quantidade requerida, têm como problema que boa parte do fósforo 

solúvel introduzido reage com componentes do solo, formando compostos pouco 

disponíveis (FERNÁNDEZ et al., 2012). Os fenômenos de fixação e precipitação de 

fósforo são altamente dependentes das condições do solo, tais como pH, teor de 

umidade, temperatura e os minerais já presentes no solo (WALPOLA; YOON, 2012). 

As bactérias solubilizadoras de fósforo são capazes de converter fosfatos 

insolúveis na rizosfera em formas solúveis através da acidificação, quelação e 

produção de ácidos orgânicos (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999). A inoculação no solo 

com bactérias solubilizadoras de fósforo resultou em um aumento no crescimento da 

planta, rendimento e absorção de fósforo em várias culturas (HAMEEDA et al., 2008; 

XUAN et al., 2012; VIRUEL et al., 2014). 
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Considerando o elevado custo econômico e ambiental oriundo do processo de 

produção de fertilizantes minerais, aliado a uma grande importância econômica do 

milho no setor agrícola e industrial, torna-se importante a busca de métodos que 

possam reduzir a utilização destes fertilizantes, sem diminuição na produção 

agrícola. Uma alternativa é a utilização de bactérias promotoras de crescimento de 

plantas (BPCP), capazes de melhorar o crescimento e rendimento de muitas 

espécies de interesse agronômico e ecológico (PEDRAZA, 2008). Este grupo de 

bactérias é capaz de promover o crescimento da planta através de mecanismos, tais 

como a fixação biológica do nitrogênio (FBN), produção de fitohormônios 

(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006) e solubilização de fosfato (WALPOLA; YOON, 2013). 

Fazendo parte deste grupo estão linhagens do gênero Pseudomonas, Bacillus, 

Rhizobium, Burkholderia, Agrobacterium, Microccocus, Aereobacter, Flavobacterium 

e Erwinia (RODRIGUEZ; FRAGA, 1999). 

Os gêneros Azospirillum, Herbaspirillum e Burkholderia estão entre os micro-

organismos diazotróficos mais estudados (COSTA et al., 2015). Diversos trabalhos 

têm relatado os efeitos positivos da interação entre milho e Azospirrilum spp, 

proporcionando aumento na produção de matéria seca, no rendimento de grãos, 

produção de biomassa, estimulando o desenvolvimento da raiz, entre outros 

(SWEDRZÝNSKA; SAWICKA, 2000; HUNGRIA et al., 2010; LANA et al., 2012).  

Assim, a utilização de micro-organismos solubilizadores de fosfato de rocha e 

fixadores de nitrogênio pode ter um papel importante no fornecimento de fósforo e 

nitrogênio para diferentes culturas (BALDOTTO et al. 2012), podendo agir como 

biofertilizantes, visando aumentar o crescimento e rendimento de plantas. A resposta 

da cultura do milho a fertilizantes é bem conhecida, no entanto, a combinação de 

inoculantes microbianos com fertilizantes tem demonstrado resultados variáveis.  
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7. CONCLUSÕES  

 

 A bactéria S11 é solubilizadora de fluorapatita em meio de cultivo 

 

 No milho a matéria seca de folha foi incrementada pela inoculação da bactéria 

(S11) associada ou não a adubação fosfatada. Já a matéria seca de raiz foi 

favorecida pela inoculação de A. brasilense isolada ou associada a bactéria 

(S11) (AZ+S11), quando na ausência de adubação nitrogenada. 

 

 No solo a contagem de unidades formadoras de colônia de bactéria foi 

incrementada pela inoculação da bactéria (S11) isolada ou associada com A. 

brasilense (AZ+S11), quando na presença de adubação fosfatada, enquanto 

a aplicação de A. brasilense associada a adubação fosfatada e ausência de 

adubação nitrogenada aumentou o teor de fósforo solúvel. 

 

 A associação A. brasilense e bactéria (S11) (AZ+S11), na planta foi efetiva 

apenas para a matéria seca de raiz, quando aplicada na ausência de 

adubação nitrogenada. No solo essa associação de bactérias favoreceu a 

contagem de bactéria totais e o nitrogênio total quando na presença de 

adubação fosfatada e nitrogenada. 

 

 A adubação com fluorapatita afeta o desempenho de A. brasilense. 
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