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RESUMO 

 

 

 

 

RESPOSTA DE CULTIVARES DE TRIGO À INOCULAÇÃO EM SEMENTES 

COM Azospirillum brasilense, E À ADUBAÇÃO NITROGENADA EM 

COBERTURA 

 

O trigo é uma cultura de grande importância para a alimentação humana. Com a 

intensificação da agricultura e do agronegócio no Brasil, a demanda por fertilizantes 

nitrogenados tem aumentado substancialmente. A utilização de fertilizantes nitrogenados 

aumenta o custo de produção e, portanto, o preço final deste cereal. As bactérias diazotróficas 

podem auxiliar em diversos mecanismos de nutrição nitrogenada em culturas. Além de fixar 

nitrogênio, esses organismos podem promover o crescimento dessas plantas. Os objetivos 

desse trabalho foram avaliar a eficiência agronômica da bactéria fixadora de nitrogênio 

(Azospirillum brasilense), comparada e associada à adubação nitrogenada na cultura do trigo 

(Triticum aestivum) e definir, dentre cultivares comerciais, qual apresenta melhor 

desempenho em associação com as bactérias. O experimento foi conduzido sob cultivo 

protegido no período de maio a setembro de 2010 na Estação de Horticultura e Cultivo 

Protegido “Prof. Dr. Mário César Lopes” em Marechal Cândido Rondon – PR. Foram 

utilizados cinco cultivares de trigo brasileiros e cultivados na região (CD 104, CD 108, CD 

119, CD 120 e CD 150). Os tratamentos foram: inoculação com A. brasilense (AbV5); 

adubação nitrogenada em cobertura; inoculação com A. brasilense (AbV5) associado à 

aplicação de nitrogênio em cobertura e um tratamento sem inoculação e aplicação de 

nitrogênio, designado como testemunha. O experimento foi feito em delineamento 

inteiramente casualizado, com quatro repetições. As avaliações foram realizadas no estádio de 

início da antese.Foram avaliadas a massa seca de raízes, o teor de nitrogênio total na parte 

aérea e teor de amônio nas raízes. No final do ciclo da cultura avaliou-se os seguintes 

componentes da produção: rendimento de grãos e o teor de proteínas nos grãos. Foram 

observadas  diferenças de resposta entre as cultivares de trigo quando inoculadas com A. 



 

brasilense (AbV5) e ou tratamento associado a adubação nitrogenada. A cultivar CD 150 

apresentou os maiores teores de nitrogênio na parte aérea, massa de 1000 grãos e teor de 

amônio nas raízes, quando inoculadas com a bactéria em associação a adubação nitrogenada, 

cerca de 22,4%, 10,5% e 116,8% de incremento, respectivamente, em relação à adubação 

nitrogenada. Esses resultados mostram uma interação positiva da bactéria fixadora de 

nitrogênio e a adubação nitrogenada com a cultivar de trigo CD 150. 

 

Palavras-chave: Triticum aestivum, fixação biológica de nitrogênio, bactéria 

diazotrófica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 

 

 

 

RESPONSE OF WHEAT CULTIVARS TO INOCULATION WITH SEEDS IN 

Azospirillum brasilense, AND NITROGEN IN COVERAGE 

 

Wheat is an important crop for human consumption. With the intensification of 

agriculture and agribusiness in Brazil. Therefore, the demand for nitrogen fertilizers has 

increased substantially. The use of nitrogen fertilizers increases the production cost and the 

final price of this cereal. Diazotrophs can assist in various mechanisms of nitrogen nutrition in 

crops. Besides fixing nitrogen, they may promote growth of these plants. The aims of this 

study were to evaluate the agronomic efficiency of nitrogen fixing bacteria (Azospirillum 

brasilense), compared and associated to nitrogen fertilization in wheat (Triticum aestivum), 

and set among commercial cultivars of wheat, which shows better performance in association 

with these bacteria. The experiment was conducted in greenhouses in the period from May to 

September 2010in the Station of Horticulture and Crop Protected "Prof. Dr. Mario Cesar 

Lopes" in Rondon - PR. It was used a five wheat cultivars (CD 104, CD 108, CD 119, CD 

120 and CD 150). The treatments were: inoculated with A. brasilense (AbV5); application of 

nitrogen associated with inoculation of A. brasilense (AbV5); application of nitrogen and a 

treatment without inoculation and nitrogen application. I was used a randomized design with 

four replications. It was made two assessments, the first assessment, made in the flowering 

stage, was evaluated theroot dry weight and total nitrogen content. In the second assessment, 

made at the end of the cycle,   was evaluated the following yield components: grain yield and 

protein content in grains. It was observed difference in response between wheat cultivars 

when inoculated with A. brasilense (AbV5), and/or treatment associated with nitrogen. The 

CD 150 cultivar presented the highest content of nitrogen in shoots, mass of 1.000 grains and 

NH4
+
 in roots inoculated with bacteria in combination with nitrogen fertilization, the increase 

was about 22,4%, 10,5% and 116,8%, respectively, compared to nitrogen fertilization. These 



 

results showed a positive interaction of nitrogen fixing bacteria and nitrogen fertilization with 

the wheat cultivar CD 150. 

 

Key-words: Triticum aestivum, biological nitrogen fixation, inoculation, endophytic bacteria  
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1 Introdução 

 

Os cereais são a base da alimentação para a maioria da população do mundo, 

principalmente para as mais carentes. É estimado que, aproximadamente, 60% da alimentação 

é constituída por arroz, trigo e milho (REIS et al., 2000) 

O trigo é a segunda cultura de grãos mais cultivada mundialmente (FAOSTAT, 2009). 

No Brasil, a estimativa de produção é de 5,03 milhões de toneladas, enquanto a demanda 

interna é de 10,21 milhões, resultando em um déficit de 5,18 milhões de toneladas, que são 

supridas com importações (CONAB, 2010). Para a redução dessa dependência de outros 

países, além do direcionamento de políticas adequadas ao setor, investimentos em tecnologia 

de produção são necessários. 

Dentre as tecnologias a serem estudadas, se destaca a otimização dos insumos utilizados 

na cultura, visando a redução dos custos de produção. Dentre os insumos utilizados, a 

adubação nitrogenada representa uma fatia significativa dos custos de produção, e sua 

aplicação em gramíneas, como o trigo, eleva significativamente o custo de produção do 

cereal. Sua utilização, porém, é indispensável devido ao nitrogênio se constituir o 

macroelemento mais limitante na produtividade do trigo, visto que determina o número de 

afilhos ou perfilhos, sendo essencial na fase de formação dos nós e no início do alongamento 

do colmo (SALA et al., 2005).  

Estima-se em termos mundiais que somente as culturas do trigo, milho e arroz 

consumam aproximadamente 60% do total de fertilizantes nitrogenados utilizados na 

agricultura (LADHA et al., 2005). Dessa forma, devido à extensa área ocupada pelos cereais 

são necessárias pesquisas relacionadas a tecnologias alternativas, que possibilitem a redução 

da aplicação desses fertilizantes ou sua substituição parcial. Tais tecnologias têm grande 

importância no que tange à redução dos custos de produção bem como minimização dos 

impactos ambientais e sustentabilidade. 

Nesse sentido, surge o interesse à cerca das bactérias fixadoras de nitrogênio que 

crescem associadas à essas culturas, pois poderiam suprir ao menos parte das necessidades de 

nitrogênio através da inoculação. Essas bactérias também conhecidas por promotoras de 
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crescimento de plantas (BPCPs) podem auxiliar por diversos mecanismos na nutrição 

inclusive nitrogenada das culturas (SALA et al., 2008).  

No entanto, em muitos casos é descrito ocorre ausência de resposta à inoculação de 

bactérias diazotróficas em gramíneas, fato que tem sido atribuído ao uso de linhagens e 

estirpes inadequadas, ineficiência no processo de inoculação, dentre outros fatores. 

O trabalho baseia-se na hipótese de que a inoculação de bactérias Azospirillum 

brasilense em cultivares de trigo que se adaptam a elas pode ajudar a suprir a demanda de 

nitrogênio aumentando a produção deste cereal. 

Neste contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar a eficiência agronômica de bactéria 

fixadora de nitrogênio (A. brasilense), comparada e associada à adubação nitrogenada na 

cultura do trigo e definir, dentre as principais cultivares comerciais de trigo qual apresenta 

melhor desempenho na presença dessa bactéria diazotrófica. 
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2 Revisão Bibliográfica 

 

2.1 A Cultura do Trigo 

 

O trigo é historicamente um dos cereais de maior importância na alimentação humana. 

Originário da região do “Crescente Fértil”, localizada na região montanhosa do sudoeste da 

Ásia, por volta de 7 a 10 mil anos atrás. Trigos ancestrais diplóides Triticum monococcum e 

Triticum monococcum spp. aegilopoides são ainda encontrados nessa região (HEUN et al., 

1997). 

O trigo atualmente cultivado, Triticum aestivum, foi encontrado em regiões mais 

distantes do Crescente fértil, num corredor que se estende da Armênia ao sudoeste do mar 

Cáspio no Irã (DVORAK et al., 1998a). Nesta região Aegilops taushii var. strangulata é 

predominante. Supõe-se que hibridações naturais de Aegilops com o gênero Triticum e uma 

série de eventos independentes tenham produzido o T. aestivum, constituindo o pool de genes 

do trigo comum atual (TALBERT et al., 1998). A espécie atual do trigo comum, Triticum 

turgidum spp dicoccum, doadora de maior porcentagem do genoma atual (AABB), foi 

descoberta em uma serie de sítios arqueológicos na Síria que datam 7 mil e 500 ano A.C. 

(GILL e FRIEBE, 2002). 

Atualmente se aceita que o comum é uma espécie hexaplóide (2n=6x=42), constituída 

de três genomas (AABBDD). Segundo Dvorak et al. (1998b), a espécie tetraplóide T. 

turgidum (AABB) possui o genoma A em comum com o T. monococcum, e estudos 

moleculares não diferiram-no de T. urartu, sendo este o doador do genoma A para os trigos 

poliplóides. Já o genoma D foi originado de Aegilops taushii pela hibridização de T. turgidum 

e Aegilops taushii var. strangulata cerca de 7 mil anos atrás. Estudos moleculares 

comprovaram que o genoma B é originário de Aegilops speltoides (WANG et al., 1997). 

Botanicamente, o trigo pertence à família Poaceae (NCBI Taxonomy, 2008). É uma 

espécie autógama, com flores perfeitas, que, em condições normais de cultivo, apresenta 

baixa frequência de polinização cruzada. É uma planta originária de clima frio, porém com a 

intervenção do homem nos processos de cultivo e adaptação de novas variedades, passou a ser 

cultivado sob os mais diversos climas. Atualmente cultivam-se no mundo trigos de inverno e 
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de primavera. Os trigos de inverno, em seu estádio inicial de desenvolvimento, necessitam 

passar por um período de vernalização, a temperaturas próximas a 0ºC, para completar o ciclo 

reprodutivo. O trigo cultivado no Brasil é de habito primaveril e a maioria das cultivares é 

insensível ao fotoperíodo (EMBRAPA/CNPT, 2008). 

O trigo ocupa o primeiro lugar em volume de produção mundial. No Brasil, a produção 

anual oscila de 5 e 6 milhões de toneladas. É cultivado nas regiões Sul, Sudeste (MG e SP) e 

Centro-Oeste (MS, GO e DF). O consumo anual no país, por outro lado, tem se mantido em 

torno de 10 milhões de toneladas (EMBRAPA/CNPT, 2008). De acordo com os 

pesquisadores da Embrapa Trigo, o Brasil oferece área e condições de ser auto-suficiente na 

produção de trigo. Para isso, seria necessária uma política agrícola adequada, pois a 

triticultura brasileira ainda enfrenta alguns desafios, ente eles, problema da comercialização 

do cereal (EMBRAPA/CNPT, 2008). 

Na região Sul, o cultivo de trigo constitui uma das principais fontes de renda da 

produção agrícola no inverno, sendo fundamental no sistema plantio direto para a cobertura 

vegetal do solo e para a produção de palha que cobrirá o solo durante o cultivo de culturas de 

verão (WIETHOLTER, 2004). 

O trigo prefere regiões de clima mesotérmico, tendendo a temperado, podendo também 

ser cultivado nas regiões subtropicais, desde que a temperatura elevada seja compensada com 

aumento em altitude. Fator decisivo na produção é a sensibilidade do trigo no estádio de 

florescimento à temperatura elevada, a qual pode ocasionar distúrbios fisiológicos durante o 

enchimento de grãos (LANTMANN et al., 2005). 

 

2.2 Nitrogênio no Solo e na Planta 

 

O nitrogênio é considerado um dos nutrientes que causam maior impacto no 

desenvolvimento e produtividade das culturas, com conseqüente aumento nos índices de 

qualidade dos produtos agrícolas quando utilizado. Esse nutriente é indispensável para a 

formação de proteínas, núcleo-proteínas e outros compostos como aminas, aminoácidos e 

polipeptídios, sendo então, indispensável para a produção de cereais de alta qualidade 

(MAGALHÃES, 1979). 

A adição do nitrogênio ao solo pode ocorrer via fertilizantes minerais e orgânicos, por 

meio de água da chuva (as descargas elétricas combinam com N2 e o O2 presentes na 

atmosfera formando óxidos de NO, NO2
-
) e pela fixação biológica de nitrogênio 
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(MALAVOLTA, 2006) (Figura 1). Esse nutriente está sujeito a um grande número de 

processos, principalmente as transformações de formas orgânicas em inorgânicas e vice-versa, 

podendo resultar em ganhos ou perdas do sistema como um todo (RAIJ, 1991; HAVLIN et 

al., 2005). 

 

 

Figura 1. O nitrogênio apresenta uma ciclagem através da atmosfera, à medida que passa da 

forma gasosa à íons reduzidos, antes de ser incorporado a compostos orgânicos nos 

organismos vivos representa algumas etapas envolvidas no ciclo do nitrogênio. Fonte: Taiz e 

Zeiger (2009). 
 

A mineralização do nitrogênio orgânico no solo envolve dois processos microbiológicos 

distintos: amonificação e nitrificação. A amonificação converte proteínas e aminoácidos em 

amônia (NH3). Combinando-se com a água do solo, a amônia forma hidróxido de amônio que 

ionizando-se, produz NH4
+
 (íon amônio), enquanto a nitrificação converte este em nitrato 

(CANTARELLA et al., 1992). Outro evento é a denitrificação, onde o elemento volta à 

atmosfera sob a forma de gás quase inerte (N2). 

Segundo Monteiro (2000), a velocidade do processo de mineralização pode variar com o 

tempo e, principalmente, com a natureza do resíduo orgânico em decomposição, além de 

depender da atividade microbiana do solo. 

Em áreas tropicais extensivamente manejadas, sem adição de fertilizante nitrogenado, a 

disponibilidade do nitrogênio depende diretamente da mineralização desse nutriente presente 

nos resíduos orgânicos. Essa dependência pode resultar em uma mobilização do nutriente, 

especialmente o nitrogênio, acarretando deficiência e, conseqüentemente, queda de 

produtividade. 
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A preferência na absorção de NH4
+ 

ou NO3
-  

pelas plantas depende da idade da planta, do 

ambiente e de outros fatores. A taxa de absorção de NO3
- 

é usualmente alta, causando 

aumento no pH da rizosfera. Quando as plantas absorvem altos níveis de NO3
-
, ocorre 

aumento na excreção de ânions HCO3
-
, OH

-
 e ânions orgânicos pelas raízes e na adsorção dos 

cátions Ca
+2

, Mg
+2

e K
+
. A absorção de NH4

+ 
ao contrário, diminui o pH da rizosfera porque 

reduz a absorção de Ca
+2

, Mg
+2

e K
+ 

e aumenta a dos ânions H2PO4
-
, SO4

-2
 e Cl

-
. Esse 

processo ocorre devido à exsudação de H
+
 pelas raízes para manter a eletroneutralidade ou o 

balanço de cargas dentro da planta (HALVIN et al., 2005). Assim, a acidificação é um dos 

fatores que podem afetar a disponibilidade de ambas as formas de nitrogênio no solo e a 

atividade biológica na zona radicular. 

O nitrogênio, sob forma de NO3
-
, após se absorvido por fluxo de massa pelas raízes das 

plantas, é reduzido à forma amoniacal e transformado em compostos orgânicos da planta, 

formando ácido glutâmico e outros aminoácidos. Estes compostos são as unidades básicas 

para a formação de proteínas, as quais têm importantes papéis funcionais e estruturais nas 

plantas (MARSCHNER, 1995) (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Inter-relação dos processos de assimilação e transporte de N na planta. Observe a 

transferência de aminoácidos do xilema para o floema e a consequente reciclagem de 

aminoácidos entre raiz e parte aérea. Fonte: Kerbauy (2008). 
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A redistribuição do nitrogênio é facilmente realizada na planta, via floema e, 

consequentemente, os sintomas de deficiência desse nutriente aparecem primeiramente nas 

folhas mais velhas (MENGEL e KIRKBY, 2001). O fornecimento adequado do nitrogênio 

pelo solo ou pela adição de fertilizantes, como regra, melhora a qualidade dos produtos 

agrícolas, o excesso, porém pode ser prejudicial (MALAVOLTA, 2006). 

O nitrogênio promove alterações na morfologia das plantas e em condições de alto 

suprimento desse nutriente, ocorre aumento na área foliar, como consequência, a curvatura 

das folhas é ampliada de modo a interferir na intercepção da luz (MARSCHNER, 1995). O 

nitrogênio interfere no fluxo de tecidos das plantas, e seu suprimento se reflete no índice de 

área foliar, na produção de gemas vegetativas, no perfilhamento e no teor de proteínas dos 

grãos (MALAVOLTA, 2006). 

Por ser um nutriente com elevado dinamismo no sistema solo-planta, o manejo 

adequado do nitrogênio é conhecido como um dos mais difíceis (SANTOS et al., 2003), 

portanto, é necessário que este seja fornecido à planta em locais e épocas adequadas. Harper 

(1994), estudando o ciclo do nitrogênio, concluíram que aproximadamente 11% do nitrogênio 

aplicado é perdido do sistema solo-planta no período de 20 dias após a fertilização. 

O custo crescente dos fertilizantes nitrogenados, aliado às elevadas perdas durante a 

aplicação e absorção pelas plantas demandam práticas de manejo que resultem em alta 

eficiência de utilização do nitrogênio pelas culturas. No manejo de nitrogênio em sistemas 

agrícolas deve-se considerar também os riscos ao ambiente, uma vez que este nutriente está 

sujeito a elevadas perdas por erosão, lixiviação, desnitrificação e volatilização. Desta forma, o 

manejo ideal da adubação nitrogenada deve ser definido como aquele que permite satisfazer a 

necessidade da cultura, mas com o mínimo de risco ao ambiente (FERNANDES, 2006). 

 

2.3 Fixação Biológica de Nitrogênio 

 

Embora constitua quase 80% da atmosfera terrestre, o nitrogênio gasoso, N2, é 

quimicamente inerte a temperatura atmosférica e, diferentemente de outros componentes que 

ocorrem na natureza. A reação de redução de nitrogênio em amônio – fixação de N - requer 

uma energia de ativação extremamente alta, pois esta não ocorrem espontaneamente sem a 

presença de catalisadores adequados. Na indústria, por exemplo, o processo de fixação de 

nitrogênio desenvolvido por Haber-Bosh para síntese de amônia emprega temperaturas de 300 

e 500º C e pressão acima de 300 atm, sendo utilizados catalisadores a base de ferro (KIM e 



23 

 

REES, 1994) (Figura 3). A principal finalidade da amônia produzida é a fabricação de 

fertilizantes, sendo que mais de 100 milhões de toneladas é anualmente utilizada na 

agricultura, uma demanda que implica altos custos financeiros, energéticos e ambientais, pois 

para a alta temperatura queima-se combustíveis fosseis (NEWTON, 2000). 

Na natureza, somente um pequeno número de microrganismos, denominados 

diazotróficos, ou fixadores de nitrogênio, são capazes de reduzir N2 a amônio. Esse processo 

que é chamado fixação biológica de nitrogênio (FBN), é realizado pelo complexo enzimático 

denominado nitrogenase, que catalisa a reação (EADY e POSTGATE, 1974). 

Evolutivamente, acredita-se que a FBN tenha se desenvolvido quando as reservas 

geoquímicas de nitrogênio se tornaram escassas na biosfera. O esgotamento de óxidos de 

nitrogênio (nitritos e nitratos) pelos organismos teria, provavelmente, limitado seu 

crescimento ocasionando uma pressão seletiva que favoreceu o aparecimento dos 

diazotróficos. A capacidade de fixar nitrogênio seria, portanto, um evento relativamente 

precoce na evolução dos procariontes e anterior ao surgimento da fotossíntese (e conseqüente 

aumento da concentração de oxigênio livre na atmosfera), uma vez que a nitrogenase é 

extremamente sensível à desnaturação por oxigênio (NEWTON, 2000). 

 

2.4 Nitrogenase 

 

Desde 1975, Burns e Hardy já haviam proposto que, independentemente dos 

microrganismos diazotróficos apresentarem um amplo espectro de habitats, todos utilizam 

uma maquinaria bioquímica para a FBN, que é a nitrogenase. 

A nitrogenase é um complexo enzimático composto de duas metalo-proteínas 

designadas Fe-proteína (dinitrogenase) e MoFe-proteína (dinitrogenase redutase), ambas 

requeridas para a catálise (DEAN e JACOBSON, 1992; IGARASHI e SEELFELDT, 2003). 

Entretanto, os estudos conduzidos por Bishop et al. (1980) e Robson et al. (1986) 

demonstraram que existem sistemas alternativos de nitrogenase, independentes 

geneticamente, sendo eles: 

1. A nitrogenase clássica ou dependente de Molibdênio (Mo) – codificada por 

genes nif. 

2. A nitrogenase dependente por Vanádio (V) – codificada por genes vnf. 

3. A nitrogenase dependente por Ferro (Fe) – codificada por genes anf (EVANS e 

BURRIS, 1992; TEIXEIRA, 1997).  
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Considerando a nitrogenase clássica como padrão (Figura 4), em geral, a redução do 

substrato envolve três tipos básicos de transferência de elétrons: i) redução da Fe-proteína por 

carreadores de elétrons (ferredoxina), ii) transferência de um único elétron a partir da Fe-

proteína para a MoFe-proteína através de um processo dependente de Mg-ATP (no mínimo 2 

Mg-ATP/elétrons transferido) e iii) transferência de elétrons para o substrato ligado ao sitio 

ativo da MoFe-proteína. 

 

Figura 3. Reação catalisada pela nitrogenase. A ferredoxina reduz a Fe-proteína. Acredita-se 

que a ligação e a hidrólise do ATP à Fe-proteína provoca uma mudança na conformação desta 

proteína, o que facilita as reações redox. A Fe-proteína reduz a MoFe-proteína e esta última 

reduz o N2. Fonte: Taiz e Zeiger (2009).  

 

Portanto, em condições ótimas, a estequiometria da reação catalítica responsável pela 

redução do N2 a duas moléculas de amônio é usualmente descrita como abaixo ((EADY, 

1986; POSTGATE, 1982; SIMPSON e BURRIS, 1984; IGARASHI e SEEFELDT, 2003):                                        

                                                         Nitrogenase 

N2 + 8e
-
 + 10H

+
 + 16 Mg-ATP                   2NH4 + H2 + 16 Mg-ADP + 16 Pi 

 

A nitrogenase além de catalisar a redução de N2 à amônio, reduz prótons a hidrogênio e 

também pequenas moléculas insaturadas como acetileno, azida e cianeto (KIM e REES, 

1994).  

 

2.5 Amônio  

 

O NH4
+
 é a fonte preferida de nitrogênio inorgânico de muitas plantas (BLOOM, 1997; 

MALAGOLI et al., 2000). A disponibilidade de NH4
+ 

nos solos, geralmente varia menos, 

tanto sazonalmente quanto espacialmente, comparado a de outras formas nitrogenadas, 
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particularmente NO3
-
. Consequentemente o NH4

+
 pode ser a principal forma de nitrogênio 

disponível em certas épocas e lugares (EPSTEIN e BLOOM, 2004). 

A absorção radicular de NH4
+
 depende de sua única entrada, mediada por um 

transportador ativo que leva o NH4
+
 através de uma membrana, sem requerer o movimento de 

outro íon (ULLIRICH, 1987; GLASS et al., 1997). Embora o transporte de NH 4
+
 pela 

membrana não envolva o movimento imediato de outro íon, quando ele é levado para o 

citoplasma da célula, ocasiona um desequilíbrio eletrostático entre o meio intra e extracelular. 

Com isso ele faz com que a célula promova um fluxo contrário de cargas positivas, a fim de 

alcançar a neutralidade. Durante exposições maiores ao íon NH4
+
, as células assimilam o 

NH4
+
, gerando prótons (H

+
), que diminuem o pH citoplasmático e estimulam a H

+
-ATPases a 

bombear prótons para fora da célula, principalmente H
+
, gerando acidez fora da célula 

(HEDRICH e SCHOEDER, 1989; KURKGJIAN e GUERN, 1989; SERRANO, 1989). A 

acidez aumentada fora da célula estimula o afluxo de ânions (TYERMAN, 1992). O efluxo de 

H
+
 resultante e afluxo de ânions equilibra o afluxo de NH4

+ 
(SMITH; RAVEN, 1979).

                                         
 

Em algumas culturas, existe efeito negativo do íon NH4
+
 sobre o crescimento, que se 

atribui à necessidade de utilização dos carboidratos produzidos, prioritariamente, para a rápida 

assimilação do NH4
+
 absorvido, com vistas a evitar sua acumulação e problemas de 

toxicidade relacionados a alterações no pH celular e desbalanços iônico e hormonal. 

(BRITTO e KRONZUCKER, 2002).  

O amônio obtido pelo processo de fixação de nitrogênio ou captado do meio externo é 

utilizado na síntese de glutamina e glutamato, (Figura 4), os quais servem como doadores de 

nitrogênio para as reações biossintéticas (ARCONDÉGUY et al., 2001). A assimilação de 

amônio por microrganismos pode ocorrer por duas vias, uma envolvendo a ação seqüencial 

das enzimas glutamina sintetase (GS) e glutamato-oxoglutarato amino transferase (GOGAT) e 

outra envolvendo a enzima glutamato desidrogenase (GDH) (MERRICK e EDWARD, 1995; 

ARCONDÉGUY et al., 2001): 

 

 

 

 

 

 

 



26 

 

     GS 

NH
4

+ 

+ L-glutamato + ATP           →        L-glutamina + ADP + Pi 

                           GOGAT 

L-glutamina + oxoglutarato + NADPH      →      2 L-glutamato + NADP
+

 

 

GDH 

NH
4

+ 

+ α-cetoglutarato + NAD(P)H          glutamato + NAD (P)
+

GOGAT GS 

 

A primeira via (GS – GOGAT) é a principal responsável pela assimilação de amônio em 

condições limitantes deste composto. A segunda via (GDH) funciona quando a concentração 

de amônio é alta, pois a GDH possui uma afinidade relativamente baixa para NH
4

+ 

(MERRICK e EDWARD, 1995). Em A. brasilense a via GS-GOGAT é a via predominante de 

assimilação de amônio independente da fonte de nitrogênio utilizada para crescimento 

(WESTBY et al., 1987).  

 

Figura 4: Esquema representativo da via glutamina sintetase-glutamato sintase (GS-GOGAT) 

para assimilação de amônio. Fonte: Fernandes (2006). 
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A assimilação é um processo que envolve muita energia e que varia com níveis de 

carboidrato nas raízes (REISENAUER, 1978; BLOOM e CALDWELL, 1988). Os níveis 

radiculares de carboidrato são inversamente correlacionados ao conteúdo de nitrogênio na 

planta (BROUWER e DEWIT, 1969; TALOUIZTE et al., 1984). Consequentemente, níveis 

radiculares de carboidrato podem servir como um efetor positivo da assimilação de NH4
+
.  

 

2.6 Fixação Biológica de Nitrogênio em Gramíneas 

 

A partir das observações pioneiras de Döbereiner e Day (1976) de que o uso de meios 

semi-sólidos é a condição ideal para o isolamento de diazotróficos “in vitro”, esse método tem 

sido empregado extensivamente no isolamento e caracterização de microrganismos fixadores 

associados a diferentes plantas e condições de clima e solo. Observou-se que tais 

diazotróficos ocupam preferencialmente sítios onde a concentração de O2 é limitada. Essa 

descoberta revolucionou e ampliou as pesquisas sobre todos os aspectos da FBN nas 

associações entre diazotróficos e não leguminosas, denominadas comumente de simbiose 

associativa ou fixação de N2 associativa (BALDANI et al., 1997). 

Estima-se que 5% das bactérias procarióticas têm os genes responsáveis pelo processo 

biológico de fixação de nitrogênio (RAYMOND et al., 2004) sendo estes distribuídos nos 

cromossomos ou em plasmídeos. A FBN contribuiu com a maior parte do nitrogênio fixado 

anualmente na Terra: aproximadamente 175 milhões de toneladas, representando cerca  de 

65% do total, o que faz ser considerado o segundo processo biológico mais importante do 

planeta depois da fotossíntese, juntamente com a decomposição orgânica (MOREIRA e 

SIQUEIRA, 2006). 

Os melhores resultados da FBN como potencial biotecnológico têm sido demonstrados 

para a interação rizobium-leguminosa. A possibilidade de ocorrência de aumentos 

significativos na disponibilidade de nitrogênio por meio da FBN para gramíneas, tais como o 

arroz (BODDEY et al., 1995), cana-de-açúcar (JAMES, 2000), milho, sorgo e trigo 

(RONCATO-MACCARI et al., 2003) também tem sido descritas. Entre essas culturas, a 

cana-de-açúcar foi um dos melhores exemplos de associação com bactérias fixadoras de 

nitrogênio, devido à eficiência de uma espécie bacteriana que passou a ser isolada desta 

cultura em condições de baixa adição de fertilizantes nitrogenados utilizada nesta cultura.  A 

Acetobacter diazotrophicus, fixa nitrogênio para a planta – estimado em 48% da necessidade 

de N da cultura (LIMA et al., 1987; OLIVEIRA et al., 2002). 
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Bactérias diazotróficas que se associam a gramíneas e a cereais possuem a capacidade 

de colonizar as raízes e outros tecidos internos do vegetal, sem causar sintomas de doenças, 

sendo consideradas promotoras de crescimento vegetal. Além de fixarem N2, produzem 

hormônios de crescimento como auxinas e giberilinas, que estimulam o crescimento vegetal 

principalmente das raízes, atuando na maior absorção de nutrientes e água (PEOPLES et al., 

1995; FALLIK et al., 1988; DOBBELAERE et al., 1999; LAMBRECHT et al., 2000; LIN et 

al., 1983). Podem interferir na solubilização de fosfatos ou acelerando processos biológicos 

como a mineralização (PERSELLO-CARTINEAUX et al., 2003). Também podem agir no 

crescimento de forma indireta, protegendo a planta de patógenos do solo ou de bactérias 

patogênicas através de vários mecanismos como produção de sideróforos, quitinases, 

glucanases e antibiose (WHIPPS, 2001). 

Considerando a importância e a urgência do desenvolvimento de produtos que venham a 

substituir ou diminuir a utilização de energias não renováveis, a pesquisa sobre bactérias 

diazotróficas especialmente as que a transferência do nitrogênio é eficiente, bactérias 

endofíticas e rizobactérias) se faz necessária e pode trazer benefícios aos sistemas produtivos 

e à sustentabilidade da agricultura. 

 

2.7 Uso de Azospirillum como Inoculante de Cereais 

 

Dentre os microrganismos diazotróficos encontrados em associações com cereais e 

gramíneas, as espécies de Azospirillum constituem um dos grupos mais bem estudados 

atualmente, sendo numerosos os trabalhos sobre sua ecologia, fisiologia e genética 

(BALDANI et al., 1997; BASHAN e HOLGUIN, 1997). 

As bactérias do gênero Azospirillum foram identificadas inicialmente como Spirillum 

lipoferum por Döbereiner e Day (1976), isoladas a partir de raízes de Digitaria. 

Posteriormente, foi proposto o gênero Azospirillum com duas espécies: A. lipoferum e A. 

brasilense. Atualmente, outras espécies foram descritas, entretanto A. lipoferum e A. 

brasilense são as espécies de maior relevância isoladas de cereais (BALDANI et al., 1997). 

Entre todas as espécies de Azospirillum conhecidas, A. brasilense constitui a mais 

caracterizada fisiologicamente através de métodos moleculares, e ainda, é a espécie mais 

estudada associada a plantas de trigo. 

Em condições de campo, foram observados os benefícios e a viabilidade econômica da 

inoculação de novos isolados de bactérias diazotróficas endofíticas em genótipos de trigo sob 
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diferentes doses de nitrogênio. Observou-se ainda que a inoculação da estirpe IAC-AT-8 A. 

brasilense aumento o nitrogênio acumulado na espiga (RODRIGUES SALA et al., 2008). 

Um sumário de experimentos envolvendo a inoculação de Azospirillum em gramíneas 

conduzidos na década de 90 em diversos países tais como: Israel, França, Bélgica, Argentina, 

Uruguai, México e África do Sul foram publicados por Dobbelaere et al. (2001). Na Bélgica a 

inoculação de A. brasilense estirpe Sp245 aumentou a biomassa seca de plantas de trigo em 

62%. Outras revisões também apresentaram resultados positivos do uso desses produtos para 

a agricultura (KENNEDY et al., 2004; LUCY et al., 2004). 

Baldani et al. (1986) sugeriram que a superioridade da estirpe Sp245 de A. brasilense 

nos estudos de inoculação em trigo deve estar relacionada com a seleção inicial e uso de 

estirpes homólogas. Alguns estudos de inoculação em arroz mostraram resultados 

promissores para a inoculação de plantas com Herbaspirullum seropedicae (aumento de 17 a 

19% de nitrogênio derivado de FBN) e Burkholderia sp. (11 a 20%) em experimentos de vaso 

(BALDANI, 1996). Estes resultados indicam que a diversidade da população bacteriana 

diazotrófica pode auxiliar na efetivação da inoculação. Sumner (1990) descreveu um 

levantamento de dados sobre aplicação de estirpes de Azospirillum em cereais e observou que 

32 ensaios apresentaram respostas positivas à inoculação em rendimento de grãos (dados 

obtidos entre os anos de 1983 a 1985). 

De uma maneira geral, 60 a 70% dos experimentos citados por Okon e Labandera-

Gonzalez (1994), mostraram incrementos de rendimento com a inoculação, no entanto, 

somente 5-30% apresentaram respostas estatisticamente significativas. Esta variabilidade 

pode estar relacionada à interação planta-bactéria, bem como ao limitado conhecimento sobre 

o potencial de uso destes organismos. 

Existem muitos relatos de respostas positivas da inoculação de bactérias diazotróficas 

associadas à cultura do trigo (DALLA SANTA et al., 2004; ROESCH et al., 2005), havendo, 

entretanto, outros relatos em que não houve efeito da inoculação. Mertens e Hess (1984), 

utilizando uma estirpe de Azospirillum em três anos de experimento de campo, obtiveram 

aumento variável na produtividade de grãos, de 8 a 32%, sendo que essa variação ocorreu 

entre os anos e dentro do mesmo ano de cultivo. Apesar de muitos anos de pesquisa, ainda se 

observam respostas muito variáveis, ou seja, falta de reprodutibilidade dos resultados, tem 

limitado a produção de um inoculante comercial (DOBBELAERE et al., 2002). 

Em muitos casos, a ausência de resposta à inoculação de bactérias diazotróficas em 

gramíneas tem sido atribuída ao uso de linhagens inadequadas. Há consenso de que o 
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genótipo da planta é o fator-chave para obtenção dos benefícios oriundos da fixação biológica 

do N2, aliado à seleção de estirpes eficientes (REIS et al., 2000). Possivelmente, devido a 

diferenças na composição dos exsudatos e ácidos orgânicos excretados pelas raízes, os quais 

estão envolvidos no processo de quimiotaxia das bactérias em direção às raízes 

(ANTONYUK e EVSEEVA, 2006). Os mesmos autores demonstraram que as lectinas 

produzidas pelas plantas de trigo, são excretadas pelas raízes e atuam como sinais moleculares 

para associação com bactérias do gênero Azospirillum e são fundamentais para determinar a 

especificidade genotípica na interação planta-bactéria. 

De acordo com Bashand e Levanony (1990), aumentos moderados, em torno de 20%, 

atribuídos à inoculação com diazotróficos endofitícos, seriam considerados comercialmente 

significativos na agricultura moderna, desde que consistentes. Em geral, o efeito da 

inoculação de Azospirrilum spp. sobre a produção situa-se em torno de 10 a 30% sobre o 

controle não inoculado e, em alguns casos, valores mais elevados, de 50 a 250% têm sido 

mencionados (BODDEY e DÖBEREINER, 1988). 

Fazendo-se um balanço dos resultados de experimentos de inoculação com 

Azospirillum, verificaram-se grande variabilidade nos resultados em culturas como trigo, 

arroz, milho e sorgo, onde a média de incrementos na produtividade está em torno de 20 a 

30%. Embora inoculantes comerciais baseados em Azospirillum já estejam comercialmente 

disponíveis em alguns países, a sua aplicação ainda é restrita devido a limitações e a 

inconsistências no desempenho do processo de colonização da planta pelas bactérias 

(MORRISSEY et al., 2004). 

Segundo Yanii et al., (1997), a comunidade de diazotróficos cultiváveis é extremamente 

variada e somente poucas bactérias foram identificadas e caracterizadas. A diversidade da 

comunidade endofítica em plantas de trigo, ao contrário da comunidade rizosférica, é maior 

nos cultivares modernos, os quais foram melhorados geneticamente em relação aos cultivares 

antigos ou selvagens (GERMIDA e SICILIANO, 2001). Isso sugere uma adaptação da 

microbiota, e/ou, uma maior especificidade planta-bactéria, o que torna de extrema 

importância à pesquisa de novas bactérias endofíticas associativas e de cultivares específicos. 

 

2.8 Aspectos Fisiológicos, Morfológicos e Bioquímicos do Azospirillum 

 

O gênero Azospirillum compreende bactérias diazotróficas, amplamente encontradas em 

solos de clima tropical e subtropical, e em associação com as raízes de gramíneas de grande 
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importância econômica, como milho, trigo, arroz e diversas forrageiras, além de outras 

espécies vegetais. De 30 a 90% das amostras de solo coletadas em todo o mundo contem A. 

brasilense e A. lipoferum (DÖBEREINER e DAY 1976).  

São bactérias Gram-negativas, em forma de bastonetes e usualmente uniflageladas, 

apresentando um movimento vibróide característico. A. brasilense, A. irakense, A. largimobile 

e A. lipoferum possuem um padrão flagelar misto, em que um flagelo polar é sintetizado 

durante o crescimento em meio liquido e vários flagelos laterais são adicionalmente 

sintetizados durante o crescimento em meio sólido (HALL e KRIEG, 1984). A. amazonese, A. 

dobereinerae e A. halopraeferens possuem apenas um flagelo polar. 

A grande motilidade exibida pelas células, aliada à quimiotaxia positiva para certos 

ácidos orgânicos, açúcares e aminoácidos (BARAK et al., 1983; REINHOLD et al., 1985; 

ZHULIN et al., 1988) provavelmente confere a Azospirillum uma vantagem seletiva 

importante sobre os outros microrganismos na rizosfera, onde a disponibilidade de nutrientes 

é muitas vezes limitada. 

O metabolismo de carbono e nitrogênio em espécies de Azospirillum é bastante 

dinâmico e variado. As fontes de carbono preferenciais são ácidos orgânicos como malato, 

piruvato e succinato, havendo também uma aparente preferência de frutose sobre glicose. 

Amônio, nitrato, nitrito e aminoácidos, além de N2, podem servir como fontes de nitrogênio 

(DÖBEREINER, 1992). 

Para A. brasilense, salienta-se duas características distintivas, que são sua alta 

motilidade, evidente mesmo em culturas alcalinas envelhecidas (DÖBEREINER, 1992) e a 

incapacidade de utilizar glicose como fonte de carbono, devido às ausências de transportador 

específico na membrana plasmática e de enzimas glicolíticas (GOEBEL e KRIEG, 1984). 

Bactérias do gênero Azospirillum são conhecidas pela sua capacidade de produzir 

hormônios de crescimento como auxinas, giberelinas e citocininas „in vitro‟ (HARTMAN e 

ZIMMER, 1994). Tem-se verificado que a liberação destes fitohormônios estimula a 

formação de pêlos radiculares, o aparecimento de raízes secundárias e elevação da superfície 

radicular quando as plantas são colonizadas por estas bactérias. 

 

2.9 O Processo de Colonização da Planta por Azospirillum 

 

As plantas são consideradas um complexo micro ecossistema composto por diferentes 

hábitats e podem ser colonizadas simultaneamente por uma grande diversidade de bactérias 
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endofíticas (CHELLIUS e TRIPLETT, 2001; LODEWYCHX et al., 2002). A efetivação da 

colonização vai depender de aspectos como escolha de estirpe, estado fisiológico da planta e 

da bactéria, genótipos da planta, aspectos físico-químicos do solo, competição com outros 

microrganismos, veículo de inoculação entre outros. 

Dois tipos de associações radiculares têm sido descritas: uma, em nível de superfície e 

outra, interna. No primeiro caso, a bactéria coloniza indistintamente toda a superfície 

radicular, formando pequenos agregados, algumas vezes embebidos em mucigel, e raramente 

colonizam a superfície dos pêlos radiculares (PATRIQUIN e DÖBEREINER, 1978; UMAIL-

GARCIA et al., 1980). No caso de uma associação epifítica, ocorre a colonização pelo 

Azospirillum nos espaços da epiderme e do córtex radicular na zona de elongamento e 

formação dos pêlos radiculares, os quais muitas vezes não apresentam sinais de ruptura. 

Segundo Döbereiner (1992), quando uma população se estabelece na rizosfera, uma 

população interna também se desenvolve especialmente no aerênquima radicular e vasos do 

protoxilema, onde as concentrações de oxigênio são mais baixas e, assim, favorecem a 

atividade da FBN. 

O processo de ligação da bactéria à radícula ou raíz se realiza em duas etapas: a 

primeira (fase de adsorção) dura aproximadamente duas horas, é reversível, e provavelmente 

envolve apenas proteínas; a segunda (fase de ancoramento) dura de 8 à 16h é irreversível e 

envolve polissacarídeos de superfície (MICHIELS et al., 1991). Ambas as fases são mediadas 

pela ação do flagelo polar de Azospirillum, cuja participação na fase de adsorção é decisiva. 

Diferentes mutantes de A. brasilense desprovidos do flagelo são incapazes de se ligar às raízes 

de trigo; a desestruturação do flagelo por tratamentos térmicos ou químicos eliminam a 

capacidade de adsorção da bactéria; flagelos polares purificados são capazes de se ligar às 

raízes das plantas, ao passo que flagelos laterais não (MICHIELS et al., 1991). Na fase do 

ancoramento, observa-se semelhança ao processo que ocorre nas espécies de rizóbios 

(MYLONA et al., 1995), a formação de diversos agregados bacterianos, tem sido sugeridos 

que o processo de colonização só se torna viável quando um número mínimo de 

microrganismos está presente nas raízes (STEENHOUDT e VANDERLEYDEN, 2000).       

Algumas espécies do gênero Azospirillum possuem mecanismos específicos de 

interação com as raízes e são aptos a colonizar todo o interior das mesmas, enquanto outras 

apenas colonizam a camada de mucilagem ou células do córtex danificadas das raízes 

(STEENHOUDT e VANDERLEYDEN, 2000). Parece evidente que bactérias diazotróficas 

endofíticas possuem vantagens que o interior da planta pode proporcionar, como maior acesso 
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a fontes de C produzidas pela planta, uma menor pressão de O2 essencial para o 

funcionamento da nitrogenase para que ocorra a FBN, ou ainda, pela menor competição com 

outros microrganismos do solo (LODEQYCKX et al., 2002). Entretanto, em condições de 

campo a multiplicação e o estabelecimento na rizosfera são importantes para obtenção dos 

benefícios propiciados por bactérias diazotróficas associadas às plantas não leguminosas, uma 

vez que precisam competir com os microrganismos nativos já existentes no solo (BALDANI 

et al., 1986). 

Tratando-se de bactérias diazotróficas, acredita-se que a fixação de N2 na ecto e 

endorrizosfera e a liberação de parte de nitrogênio fixado para a planta fosse o principal modo 

de ação de Azospirrillum spp. sobre o hospedeiro. Entretanto, os efeitos estimulantes de 

crescimento de planta ocorreram em vários estudos, onde se observaram respostas positivas à 

inoculação dessas bactérias (BODDEY e DÖBEREINER, 1988), sem, entretanto, ocorrer 

incremento no teor de nitrogênio da planta.  

As bactérias diazotróficas pertencentes ao gênero Azospirillum são amplamente 

estudadas como bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) (BASHAN e DE-

BASHAN, 2005). 

Existem muitas evidencias que múltiplos mecanismos estão interagindo para obtenção 

dos benefícios propiciados às plantas às quais estas bactérias estão associadas. BPCPs podem 

auxiliar por diversos mecanismos na nutrição nitrogenada das culturas, entre os quais, a 

produção de hormônios, que interferem no crescimento das plantas e podem alterar a 

morfologia das raízes, possibilitando uma exploração de um maior volume de solo (BASHAN 

e HOGUIN, 1997; ZAIED et al., 2003), e o aumento do processo da redução assimilatória de 

nitrato disponível no solo (BODDEY et al., 1986) e ainda, pela FBN. 
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3 Material e Métodos 

 

3.1 Localização, Instalação, Inoculação e Adubação do Experimento 

 

O experimento foi conduzido sob cultivo protegido, no período de maio a setembro de 

2010, na Estação de Horticultura e Cultivo Protegido “Prof. Dr. Mário César Lopes” 

pertencente ao Núcleo de Estações Experimentais da Universidade Estadual do Oeste do 

Paraná, Campus de Marechal Cândido Rondon – PR. As coordenadas geográficas da área 

experimental são: longitude 54º 22‟ W e latitude 24º 46‟ S, com altitude média de 420 metros. 

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 

5 x 4, sendo 5 cultivares de trigo (CD 104, CD 108, CD 119, CD 120 e CD 150) e quatro 

fontes de nitrogênio a cultura (sem adição de nitrogênio sem inoculação com a bactéria, 

designada como testemunha; inoculação com A. brasilense (AbV5), aplicação de nitrogênio 

em cobertura, e a combinação da inoculação com a adubação nitrogenada em cobertura, com 

quatro repetições. 

Estas cultivares utilizadas apresentam características contrastantes quanto ao ciclo, 

estatura, posicionamento de folhas e resistência ao acamamento, como apresentado na tabela 

1. 

O substrato utilizado para condução do experimento foi terra proveniente do Horizonte 

A classificado como LATOSSOLO VERMELHO eutroférrico (LVef) (EMBRAPA, 1999), 

sendo este predominante na região de Marechal Cândido Rondon, de textura muito argilosa, 

peneirado em malha de 5 mm. As características químicas do solo foram determinadas antes 

da instalação do experimento, e apresentaram os seguintes resultados: pH em CaCl2 = 5,84; 

M.O. = 16,40 g dm
-3

; P (Melich-1) = 3,31 mg dm
-3

; K (Melich-1) = 0,33 cmolc dm
-3

; Ca 

(KCl) = 3,44 cmolc dm
-3

; Mg (KCl) = 1,65 cmolc dm
-3

; H + Al = 2,71 cmolc dm
-3

; Cu= 7,50 

mg.dm
-3

; Mn = 0,80 mg.dm
-3

; Fe = 64,90 mg.dm
-3

; Zn = 26,00 mg.dm
-3

; SB = 5,42 cmolc dm
-

3
; CTC = 8,13 cmolc dm

-3
; Al % = 0,00  e V% = 66,67. 
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Tabela 1. Características quanto ao ciclo médio (dias), estatura média (cm), posição das 

folhas, acamamento e observações de cinco cultivares de trigo. Fonte: COODETEC (2010) 

Cultivares 
Ciclo médio 

(dias) 

Estatura 

média (cm) 

Posição das 

folhas 
Acamamento Observação 

 

CD 104 

 

124 81 Pendentes Resistente 
Mais plantada no 

Brasil 

 

CD 108 

 

103 67 Eretas Resistente - 

 

CD119 

 

122 85 Intermediarias 
Moderad. 

resistente 

Indicada para 

regiões frias 

 

CD120 

 

120 84 Intermediarias 
Moderad. 

resistente 

Indicada para 

regiões frias 

CD150 110 68 Eretas 
Moderad. 

resistente 

 

Descendente da 

CD 104 e CD 

108. Ampla 

adaptação e alto 

potencial de 

rendimentos de 

grãos 
 

A terra foi adubada antes da semeadura com 300 mg dm
-3

 de fósforo e 150 mg dm
-3

 de 

potássio sob forma de superfosfato triplo e cloreto de potássio, respectivamente. 

Para a inoculação das sementes com A. brasilense foi utilizado 2 mL de um cultivo em 

meio DYGS. O A. brasilense usado foi a estirpe AbV5 (FP2), propriedades Nal
r 

Sm
r 

Estirpe 

selvagem, SP7 Nif
+ 

(PEDROSA e YATES, 1984) para cada 1000 sementes o que 

correspondeu a 10
8
 UFC por semente. A inoculação foi realizada adicionando-se o inoculante 

diretamente sobre as sementes, em sacos plásticos e agitadas por aproximadamente 1 minuto 

para uniformizar a distribuição do inoculante nas sementes. Logo após a inoculação foi 

efetuada a semeadura. 

Foram semeadas seis sementes por vaso e após a emergência foi realizado o desbaste 

deixando-se apenas quatro plantas. Cada parcela experimental foi constituída de dois vasos 

com volume de 8 dm
3
 de terra contendo quatro plantas cada, resultando em 160 vasos.  

Nos tratamentos com aplicação de nitrogênio, o mesmo foi aplicado em cobertura, na 

dose de 30 mg dm
3
 de uréia em cobertura, equivalente a meia dose recomendada para a 

cultura do trigo (60 kg ha
-1

), 30 dias após a emergência. 
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Os vasos foram molhados diariamente mantendo a terra próxima da capacidade de 

campo. O controle de pragas e doenças foi realizado de acordo com as necessidades da 

cultura. 

 

3.2 Coletas das Plantas, Quantificação do Teor de Nitrogênio Total na parte aérea   

 

Ao atingirem o estádio de início da antese (código 62 da escala de ZADOKS et al., 

1974) foram coletadas as plantas de um dos vasos que compunham cada parcela experimental. 

Após a coleta as plantas foram seccionadas em raiz e parte aérea, submetidas à secagem em 

estufa com circulação forçada de ar a 55 ºC por 72 horas, para a determinação da massa seca 

do sistema radicular.  Após a secagem a parte aérea foi triturada em moinho tipo Willy para 

análises posteriores. Para determinação do teor nitrogênio total na parte aérea das plantas, 

foram utilizadas amostras de tecido foliar (0,2 g) que foram submetidas à digestão sulfúrica. 

O teor de nitrogênio total foi determinado por destilação, por arraste de vapores, em aparelho 

semi-micro-kjeldahl, de acordo com Tedesco et al. (1995). 

 

3.3 Determinação do Teor de Amônio nas raízes 

 

Para determinar o teor de amônio (NH4
+
) nos tecidos das raízes, as amostras de raízes 

foram maceradas em N2 líquido em almofariz gelado e deixado evaporar. De cada amostra, 

100 mg foram pesadas para ensaio de conteúdo de NH4
+
 (BRAUTIGAM e GAGNEUL et al., 

2007). Brevemente, à amostra foi adicionado 500 µL de HCl 100 mM seguido de 250 µL de 

clorofórmio. As amostras foram homogeneizadas por 15 min a 4 °C. As fases foram separadas 

por centrifugação (16.000 x g, 5 min 8 °C), e o sobrenadante foi transferido para outro tubo 

contendo 25 mg de carvão ativado e homogeneizado. Em seguida, foi centrifugada a 20.000 x 

g, por 5 min a 8 °C.  Para a quantificação de NH4
+
 200 µL do sobrenadante obtido foi 

quantificada pelo método do Indofenol (BERTHELOT, 1859). Como padrão foi utilizada uma 

solução de sulfato de amônio a 40 µg mL
-1

. 

 

3.4 Componentes da Produção e Teor de Proteínas Totais nos Grãos 

 

Ao final do ciclo da cultura, as espigas das quatro plantas de cada vaso foram colhidas 

sendo determinados os seguintes componentes da produção: número de perfilhos por planta, 
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número de espigas por planta, número de espiguetas por espiga, comprimento médio da 

espiga, massa de mil grãos e a produção de grãos por vaso. 

Os grãos obtidos foram secos em estufa de circulação forçada de ar a 55 ºC por 72 horas 

e trituradas em moinho tipo Willy. Posteriormente as amostras foram submetidas à digestão 

sulfúrica para determinação do teor de proteínas totais nos grãos, segundo metodologia 

proposta por Tedesco et al. (1995). 

 

3.5 Análise Estatística 

 

Os resultados obtidos foram submetidos à análise de variância e as médias relativas às 

cultivares e aos tratamentos (inoculação e adubação nitrogenada) foram comparadas pelo teste 

de Tukey (p ≤ 0,05). 

As comparações entre os parâmetros de produção de trigo foram realizados pela 

correlação classificatória de Spearman, segundo Steel e Torrie (1980). 
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4 Resultados e Discussão 

 

4.1 Primeira Avaliação (Início da antese) 

 

Na avaliação realizada no estádio de início da antese foi verificada interação 

significativa entre as cultivares de trigo testadas e os tratamentos aplicados, para as variáveis 

massa seca de raiz e teor de N na parte aérea das plantas (Tabela 2).  

Observando os resultados apresentados na tabela 2, no tratamento testemunha a cultivar 

CD 104 apresentou massa seca de raiz superior às demais, enquanto a cultivar CD 119 foi 

inferior. Quando utilizado somente o A. brasilense (AbV5) as cultivares CD 104 e CD 150 

apresentaram produção de massa seca de raiz superior às demais 

 

Tabela 2. Massa seca de raiz (g) e teor de nitrogênio na parte aérea (mg kg
-1

) de cinco 

cultivares de trigo em função da testemunha, inoculação com A. brasilense (AbV5) (A), 

aplicação de nitrogênio (30 mg dm
3
 de uréia em cobertura) (N) e com A. brasilense (AbV5) + 

nitrogênio (A + N). Unioeste, Marechal Cândido Rondon – PR, 2010 

Cultivar 
Testemunha A N A + N 

Massa seca de raiz (g) 

CD 104 50,53 Ba 48,54 Ba 63,40 Aa 67,02 Aa 

CD 108 36,55 Ab 32,54 Bb 42,35 Ac 30,14 Bb 

CD 119 18,36 Bc 33,10 Ab 27,59 Ad 32,40 Ab 

CD 120 33,83 Ab 31,50 Ab 33,71 Ad 38,52 Ab 

CD 150 40,38 Bb 50,05 Aa 53,81 Ab 38,42 Bb 

C.V. (%) 15,34 

 Teor de nitrogênio na parte aérea (mg kg
-1

) 

CD 104 18,38 Ab 14,85 Ab 19,52 Ac 20,74 Ac 

CD 108 14,24 Db 23,10 Cb 35,68 Bb 48,29 Ab 

CD 119 17,08 Ab 18,62 Ab 25,44 Ac 22,64 Ac 

CD 120 25,93 Aa 30,80 Aa 33,42 Ab 28,89 Ac 

CD 150 29,50 Ca 31,98 Ca 50,90 Ba 62,28 Aa 

C.V. (%) 19,81 

Médias seguidas da mesma letra minúscula, na coluna e maiúscula, na linha, não diferem estatisticamente 

pelo teste de Tukey (p ≤ 0,05). 
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A cultivar CD 104 também apresentou maior massa seca de raiz na presença da 

adubação nitrogenada (com ou sem a inoculação com A. brasilense (AbV5). A superioridade 

observada para a cultivar CD 104 provavelmente está relacionada à sua adaptação às 

características edafoclimáticas da  Região Oeste do Paraná, e para o Estado seu plantio é 

recomendado para todas as regiões, além de esta ser a cultivar mais plantada no Brasil 

(COODETEC, 2010). 

Ainda na tabela 2, no desdobramento das fontes de nitrogênio para cada cultivar, a 

cultivar CD 108 teve sua massa seca de raiz reduzida na presença de nitrogênio mineral. A 

cultivar CD 119 respondeu a inoculação com A. brasilense (AbV5) e a adubação nitrogenada 

utilizada. A CD 150 se mostrou responsiva à inoculação com apenas A. brasilense (AbV5).  

O conjunto de características morfofisiológicas de cultivares de trigo define sua 

capacidade em competir pelos recursos do meio (RIGOLI et al., 2009). O cultivo de genótipos 

com elevada capacidade competitiva constitui-se em prática importante na aquisição dos 

recursos do meio (FLECK et al., 2003). Dessa forma, o desenvolvimento radicular representa 

um característica importante no potencial competitivo de uma cultivar, favorecendo uma 

maior absorção de nutrientes.  

Para o teor de nitrogênio na parte aérea das plantas (Tabela 2), no tratamento 

testemunha e quando foi utilizado somente o A. brasilense (AbV5), as cultivares CD 120 e 

CD 150 foram superiores às demais, quando utilizado a adubação nitrogenada a cultivar CD 

150 foi novamente superior às demais, sendo as cultivares CD 104 e CD 119 inferiores. 

Utilizando a forma associada, a adubação nitrogenada e a inoculação com A. brasilense 

(AbV5), observou-se teor de nitrogênio na parte aérea superior na cultivar CD 150 em relação 

às demais. A superioridade observada para a cultivar CD 150 sugere uma maior eficiência na 

transferência do nitrogênio para a parte aérea em relação às demais cultivares. 

No desdobramento das fontes de nitrogênio dentro de cada cultivar, o teor de nitrogênio 

na parte aérea das cultivares CD 104, CD 119 e CD 120 não foram influenciadas. Para a 

cultivar CD 108 houve aumento no teor de nitrogênio da parte aérea quanto se utilizou 

adubação nitrogenada associado à inoculação das sementes com A. brasilense (AbV5), onde 

observou-se um incremento de 35,3% em relação à adubação nitrogenada. A cultivar CD 150 

também se mostrou a mais responsiva à inoculação com A. brasilense (AbV5) quando 

associada à adubação com nitrogênio mineral, cerca de 22,4% de incremento em relação à 

adubação nitrogenada (Tabela 2). 
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Esses resultados estão de acordo com os relatos de Alarim e Mostafa (2009). A 

transferência de nitrogênio atmosférico para as plantas através da FBN e o crescimento 

promovido pelas substâncias produzidas por rizobactérias, melhoram o desenvolvimento 

radicular e, posteriormente é aumentada a absorção de nutrientes pelas plantas de trigo (ALI 

et al., 2002). 

Em relação aos dados obtidos para o teor de amônio (NH4
+
) nas raízes, observa-se na 

tabela 3 que apesar da cultivar CD 120 não diferir estatisticamente das CD 108 e CD119, esta 

apresentou um acréscimo considerado no teor de NH4
+
 quando cultivado apenas com o A. 

brasilense (AbV5) (cerca de 116,8% de incremento em relação à adubação nitrogenada), 

porém observou-se que esse NH4
+ 

 não foi aproveitado, pois esse acréscimo não se refletiu em 

plantas com mais massa seca de raiz ou teor de nitrogênio na parte aérea por exemplo. Outros 

genótipos que responderam a presença do A. brasilense (AbV5) com e sem adubação 

nitrogenada foram o CD 108 (cerca de 170,4% e 104,5%  (A. brasilense (AbV5) com e sem 

adubação nitrogenada, respectivamente; em relação à adubação nitrogenada);  o CD 150 

(cerca de 116,8% e 115% (A. brasilense (AbV5) com e sem adubação nitrogenada, 

respectivamente; em relação à adubação nitrogenada), essas cultivares sim aproveitaram o 

nitrogênio disponibilizado pela bactéria e além de obterem maiores teores de NH4
+ 

nas raízes, 

obtiveram acréscimos de nitrogênio na parte aérea e no final do ciclo da cultura observou-se a 

transferência desse nutriente para os grãos, os quais apresentaram maior massa de 1000 grãos. 

As demais cultivares não apresentaram diferenças estatisticamente significativas. 

 

Tabela 3. Teor de amônio (mmoles NH4
+
 g

-1
 de raiz) de cinco cultivares de trigo em função 

da testemunha, inoculação com A. brasilense (AbV5) (A), aplicação de nitrogênio (30 mg 

dm
3
 de uréia em cobertura) (N) e com A. brasilense (AbV5) + nitrogênio (A + N). Unioeste, 

Marechal Cândido Rondon – PR, 2010 

Cultivar 
Testemunha A N A + N 

Teor de amônio (mmoles NH4
+
 g

-1
 de raiz) 

CD 104 6,85 Aa 4,14 Ab 4,26 Aa 6,47 Aab 

CD 108 4,91 Ba 7,77 Aab 3,80 Ba 10,27 Aa 

CD 119 5,56 Aa 6,12 Aab 5,56 Aa 5,92 Aab 

CD 120 4,42 Ba 9,82 Aa 2,71 Ba 4,95 Bb 

CD 150 3,35 Ba 4,60 Ab 2,14 Ba 4,64 Ab 

C.V. (%) 40,77 

Médias seguidas da mesma letra minúscula, na coluna e maiúscula, na linha, não diferem estatisticamente 

pelo teste de Tukey (p ≤ 0,05). 
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Evidências indicam que o NH4
+
 é a forma absorvida pelas plantas (LUDEWIG et al., 

2002). A absorção de NH4
+
 é feita por sistema bifásico. Quando os níveis de NH4

+
 no meio 

externo (solução nutritiva ou solução do solo) são baixos, opera o sistema de absorção de alta 

afinidade (HATS), mediado por uma proteína transportada do tipo uniporte e que mostra 

cinética de saturação. Isso explica os valores quando não foi utilizado tratamento. Já em 

concentrações elevadas de NH4
+
 no meio externo entra em funcionamento o sistema de baixa 

afinidade (LATS), sendo a concentração de 1 mmol L
-1

 de NH4
+
 o limite abaixo do qual opera 

o sistema de alta afinidade (HATS), e acima do qual opera o sistema de baixa afinidade 

(LATS) (SOUZA e FERNANDES, 2006) 

Porém, o NH4
+ 

absorvido pode ser compartimentalizado, como observado por Wang et 

al (1993). Esses autores trabalhando com arroz observaram que o NH4
+ 

foi 

compartimentalizado nas raízes, sendo acumulado no vacúolo. Os mesmos autores 

observaram que, em 30 min, cerca de 20% do NH4
+ 

absorvido acumulou no vacúolo, 

enquanto 41% do total permaneceu no citoplasma, 19% foi assimilado e 20% saiu das raízes 

para o meio externo por efluxo. 

Um processo de efluxo contínuo de NH4
+ 

é sugerido como uma característica do 

processo de absorção de N- NH4
+ 

por plantas (EPSTEIN e BLOOM, 2004).    

Outra explicação para os baixos valores encontrados quando utilizado somente 

adubação nitrogenada é que a natureza prejudicial do NH4
+ 

em
 
acesso exige a sua rápida 

assimilação, evitando seu acúmulo nos tecidos. Para esse fim os tecidos possuem um eficiente 

sistema de assimilação que funciona em altas concentrações de NH4
+
, a enzima glutamina 

sintetase (GS) incorpora NH4
+
,
 
formando glutamina, de formação de ligação amidica do NH4

+ 

ao grupo α-carboxílico do glutamato, usando energia fornecida pelo ATP (SODEK, 2008). 

O acúmulo de NH4
+ 

em plantas pode ocorrer tanto devido ao aumento absoluto na 

disponibilidade de NH4
+ 

quanto devido ao aumento relativo do NH4
+ 

como consequência de 

um déficit de esqueleto de carbono, ou seja, a uma deficiência dos cetoácidos para síntese de 

N-amino e N-amida. É esta a síntese de N-amino/N-amida que reduz o excesso de NH4
+  

livre
 

nos tecidos (SOUZA e FERNANDES, 2006). 

Em mandioca fatores que levam ao aumento da concentração interna de NH4
+
 livre, 

como a maior absorção de íons NH4
+
, a fotorrespiração e a redução do nitrato, também levam 

ao aumento da atividade da GS (Glutamina Sintetase) e GOGAT (Glutamato Sintase), 

enzimas que estão diretamente relacionadas à assimilação do NH4
+
 e a formação de 

aminoácidos (Cruz, 2001). Neste sentido, algumas culturas estão sendo modificadas para 
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introduzir genes de GS como meio de aumentar a eficiência da captação de NH4
+
 (MIFLIN e 

HABASH, 2002). 

 

 

4.2 Segunda Avaliação (Final do Ciclo) 

 

Os resultados referentes aos componentes da produção das cultivares de trigo, em 

resposta à inoculação com A. brasilense (AbV5) e adubação nitrogenada, são apresentadas 

nas tabelas 4 a 6. 

Nas tabelas 4 e 5 são apresentados os dados relativos ao número de espigas por planta e 

teor de proteínas nos grãos em função dos tratamentos de inoculação com A. brasilense 

(AbV5) e adubação nitrogenada e a associação dessas (Tabela 4) e em função das cultivares 

de trigo em estudo (Tabela 5). Os dados para estes parâmetros foram discutidos desta forma 

pois não apresentaram interação entre os tratamentos e as cultivares. 

As maiores médias de número de espigas por planta e teor de proteínas nos grãos foram 

obtidas com a aplicação de nitrogênio e com a aplicação de nitrogênio associada à inoculação 

com A. brasilense (AbV5) (Tabela 4).  

Em estudos realizados por Sala et al. (2007), avaliando isolados de bactérias endofíticas 

do gênero A. brasilense (IAC 8AT), inoculadas na cultura do trigo, estes verificaram que o 

teor de nitrogênio nos grãos só foi influenciado quando aplicou-se nitrogênio, ou nitrogênio 

associado as bactérias diazotróficas, concordando com os resultados apresentados neste 

trabalho quando se avaliou o teor de proteínas nos grãos, que tem relação direta com a 

disponibilidade de nitrogênio.  

 

Tabela 4. Número de espigas por planta e teor de proteínas nos grãos (%) de cinco cultivares 

de trigo em função da testemunha, inoculação com A. brasilense (AbV5) (A), aplicação de 

nitrogênio (30 mg dm
3
 de uréia em cobertura) (N) e com A. brasilense (AbV5) + nitrogênio 

(A + N). Unioeste, Marechal Cândido Rondon – PR, 2010 

Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p ≤ 0,05). 

Tratamento 
Número de espigas por 

planta 

Teor de proteínas nos grãos 

(%) 

Testemunha 9,25 B 8,39 B 

A 9,85 B 8,09 B 

N 14,75 A 9,74 A 

A + N 15,15 A 10,00 A 

C.V. (%) 12,38 12,16 
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Em relação às cultivares, maior número de espigas por planta foi observado nas 

cultivares, CD 108, CD 119 e CD 120, e menor na cultivar CD 104. Em relação ao teor de 

proteínas nos grãos, a cultivar CD 104 foi novamente inferior às demais (Tabela 5).  

Considerando-se a comparação entre as cultivares, estas respostas podem estar mais 

relacionadas a características genéticas, à capacidade de absorção e eficiência do uso do 

nitrogênio pelos genótipos em questão. 

 

Tabela 5. Número de espigas por planta e teor de proteína no grão (%) de cinco cultivares de 

trigo em função da testemunha, inoculação com A. brasilense (AbV5) (A), aplicação de 

nitrogênio (30 mg dm
3
 de uréia em cobertura) (N) e com A. brasilense (AbV5) + nitrogênio 

(A + N). Unioeste, Marechal Cândido Rondon – PR, 2010 

Cultivar 
Número de espigas por 

planta 

Teor de proteína no grão 

(%) 

CD 104 9,25 C 8,18 B 

CD 108 13,50 A 9,22 A 

CD 119 12,94 A 9,16 A 

CD 120 13,56 A 8,92 A 

CD 150 12,00 B 9,81 A 

C.V. (%) 12,38 12,16 

Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p ≤ 0,05). 

 

Quanto ao número de perfilhos por planta (Tabela 6), no tratamento testemunha, as 

cultivares CD 104 e CD 150 foram inferiores às demais. Quando foi utilizado somente o 

tratamento com A. brasilense (AbV5) a cultivar CD 104 também apresentou número de 

perfilhos por planta inferior às demais, todavia, na utilização da adubação nitrogenada, os 

resultados foram superiores para a cultivar CD 108 em relação  às demais. Quando foram 

utilizados de forma associada, a adubação nitrogenada e a inoculação de sementes com A. 

brasilense (AbV5), observou-se número de perfilhos por planta superior nas cultivares CD 

108 e CD 120 em relação às demais.  
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Tabela 6. Número de perfilhos por planta, número de espiguetas por espiga, comprimento da 

espiga, massa de 1000 grãos e produção por vaso de cinco cultivares de trigo em função da 

testemunha, inoculação com A. brasilense (AbV5) (A), aplicação de nitrogênio (30 mg dm
3
 

de uréia em cobertura) (N) e com A. brasilense (AbV5) + nitrogênio (A + N). Unioeste, 

Marechal Cândido Rondon – PR, 2010 

Cultivar 
Testemunha A N A + N 

Número de perfilhos por planta 

CD 104 7,00 Bb 7,25 Bb 12,00 Ab 13,50 Ab 

CD 108 11,50 Ba 11,00 Ba 17,75 Aa 18,25 Aa 

CD 119 12,00 Aa 11,75 Aa 12,50 Ab 12,75 Ab 

CD 120 11,50 Ba 10,50 Ba 14,25 Ab 17,00 Aa 

CD 150 8,25 Bb 11,25 Ba 14,75 Ab 13,00 Ab 

C.V.(%) 18,58 

 Número de espigueta por espiga 

CD 104 16,50 Aa 15,50 Ba 16,50 Aa 17,50 Aa 

CD 108 13,75 Ab 14,00 Ab 13,50 Ab 13,25 Ac 

CD 119 14,00 Bb 14,50 Bb 16,00 Aa 15,50 Ab 

CD 120 14,00 Bb 15,25 Aa 14,00 Bb 13,25 Bc 

CD 150 16,00 Aa 15,50 Aa 15,75 Aa 15,75 Ab 

C.V.(%) 5,48 

 Comprimento de espiga (cm) 

CD 104 13,25 Ba 13,75 Ba 14,50 Aa 14,75 Aa 

CD 108 11,25 Bb 11,75 Ab 12,25 Ab 11,00 Bc 

CD 119 12,75 Ba 13,25 Ba 14,50 Aa 15,00 Aa 

CD 120 12,75 Aa 12,25 Ab 13,25 Ab 13,25 Ab 

CD 150 11,25 Bb 12,25 Ab 12,50 Ab 12,75 Ab 

C.V.(%) 5,12 

 Massa de 1000 grãos (g) 

CD 104 34,86 Bb 38,45 Aa 38,65 Aa 37,23 Ab 

CD 108 31,75 Bb 34,98 Ab 35,27 Ab 34,34 Ab 

CD 119 37,91 Aa 35,35 Ab 37,04 Aa 35,93 Ab 

CD 120 33,80 Ab 33,06 Ab 34,83 Ab 34,73 Ab 

CD 150 38,29 Ba 36,40 Ba 38,31 Ba 42,34 Aa 

C.V.(%) 5,08 

 Produção por vaso (g/vaso) 

CD 104 10,35 Ba 9,66 Bb 20,60 Aa 20,68 Aa 

CD 108 10,76 Da 13,15 Ca 18,32 Aa 15,78 Bb 

CD 119 9,88 Ba 10,09 Bb 21,90 Aa 21,15 Aa 

CD 120 11,18 Ba 11,97 Ba 19,77 Aa 17,84 Ab 

CD 150 11,59 Ba 12,29 Ba 20,50 Aa 20,60 Aa 

C.V.(%) 9,80 
Médias seguidas da mesma letra minúscula, na coluna e maiúscula, na linha, não diferem estatisticamente 

pelo teste de Tukey (p ≤ 0,05). 
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No que diz respeito ao desdobramento da interação, considerando-se os tratamentos 

exceto a testemunha para cada cultivar, maior número de perfilhos por planta das cultivares 

CD 104, CD 108, CD 120 e CD 150 foi observado quando foi utilizou-se a adubação 

nitrogenada sozinha ou associado ao A. brasilense (AbV5), entretanto considera-se que o 

efeito na associação seja atribuído à adubação nitrogenada no tratamento onde se usa este 

associado ao A. brasilense (AbV5), pois na utilização apenas deste, não foi possível observar 

aumento ou diferença do tratamento testemunha. A cultivar CD 119 não respondeu a todas as 

formas de nitrogênio utilizadas (Tabela 6). O perfilhamento das plantas é importante para a 

produção de trigo e espera-se que o maior número de perfilhos acarrete maior rendimento. 

Entretanto, o trigo tem por característica desenvolver muitos perfilhos, que, na maioria das 

vezes, não são férteis, e dessa maneira, o potencial de perfilhamento da espécie não está 

expresso em rendimento de grãos (TONET, 1999). 

Para número de espiguetas por espiga, no tratamento testemunha, as cultivares CD 104 

e CD 150 foram superiores às demais. Quando foi utilizada somente inoculação das sementes 

com A. brasilense (AbV5), as cultivares CD 104, CD 120 e CD 150 apresentaram número de 

espigueta por espiga superior as demais. Já, quando se utilizou a adubação nitrogenada os 

resultados foram que as cultivares CD 104, CD 119 e CD 150 foram superiores às demais. Na 

utilização da forma associada, adubação nitrogenada e a inoculação com A. brasilense 

(AbV5) observou-se número de espiguetas por espiga superior na cultivar CD 104 em relação 

às demais, o que é mais uma constatação de que o efeito deve ser atribuído à adubação 

nitrogenada, pois na presença apenas da bactéria essa cultivar não apresentou acréscimos no 

número de espigueta por espiga (Tabela 6). 

Ainda na tabela 5, no desdobramento das fontes de nitrogênio para cada cultivar, menor 

número de espiguetas por espiga da cultivar CD 104 foi observada quando houve inoculação 

com A. brasilense (AbV5), enquanto a cultivar CD 108 e CD 150 respondeu a todos os 

tratamentos. A CD 119 apresentou maior número de espiguetas por espiga na presença da 

adubação nitrogenada sozinha ou associada à inoculação com A. brasilense (AbV5), enquanto 

a CD 120 se mostrou a mais responsiva à inoculação das sementes com A. brasilense (AbV5) 

(Tabela 6).  

Para o comprimento da espiga (Tabela ), no tratamento testemunha, as cultivares CD 

108 e CD 150 foram inferior às demais. Já, quando na utilização somente inoculação com A. 

brasilense (AbV5) as cultivares CD 104 e CD 119 apresentaram o comprimento da espiga 

superior às demais. Na utilização de adubação nitrogenada, as cultivares CD 104 e CD 119 
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foram novamente superior às demais. Quando foram utilizados os tratamentos de forma 

associada, a adubação nitrogenada e inoculação com A. brasilense (AbV5), observou-se 

comprimento da espiga superior nas cultivares CD 104 e CD 119 em relação às demais, 

porém da as mesmas cultivares não apresentam incremento quando cultivadas somente com a 

bactéria, sendo a adubação nitrogenada  mais uma vez responsável pelo acréscimo no 

tratamento associado. 

No que diz respeito ao desdobramento das fontes de nitrogênio para cada cultivar, maior 

comprimento da espiga das cultivares CD 104 e CD 119 foram observadas quando foi 

utilizado a adubação nitrogenada, sozinha ou associado ao A. brasilense (AbV5), enquanto a 

cultivar CD 108 teve o comprimento de espiga maior na presença do A. brasilense (AbV5). A 

cultivar CD 150 respondeu a todos os tratamentos utilizados, pois apresentaram dados 

estatisticamente significativos e distintos dos demais. 

Para a massa de 1000 grãos (Tabela 5), no tratamento testemunha, as cultivares CD 119 

e CD 150 foram superiores às demais. No tratamento que foi feito somente a inoculação com 

A. brasilense (AbV5) as cultivares CD 104 e CD 150 apresentaram massa de 1000 grãos 

superior às demais. Com a adubação nitrogenada, os resultados nos permitem concluir que a 

as cultivares CD 104, CD 119 e CD150 foram superiores às demais. Na utilização da forma 

associada, observou-se massa de 1000 grãos superior para a cultivar CD 150 em relação às 

demais.  

No desdobramento das fontes de nitrogênio para cada cultivar, as cultivares CD 104 e 

CD 108, responderam a todas as formas de nitrogênio utilizadas, enquanto a CD 150 se 

mostrou a mais responsiva à inoculação com A. brasilense (AbV5) associado ao nitrogênio 

mineral, onde observou-se um incremento de 10,5% em relação à adubação nitrogenada 

(Tabela 5). 

As características de uma cultivar ou linhagem são resultado de uma série de fatores, 

como características genéticas, condições edafoclimáticas, técnicas de cultivo entre outros, 

que influem na expressão da cultivar em estudo (GUTDOSKI e SILVEIRA, 1999). 

Guarienti (1996) relatou que a massa de 1000 grãos é uma medida que apresenta forte 

controle genético, mas também é afetado por condições edafoclimáticas durante a fase de 

maturação. 

Embora alguns genes relacionados à produtividade possam influenciar diretamente nos 

componentes de rendimento, muitos atuam indiretamente, por meio de processos fisiológicos, 

interferindo na expressão de outros caracteres das plantas; portanto, se os fatores externos que 
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prejudicam o desenvolvimento da planta de trigo não forem controlados de maneira correta, 

isto implicará na redução da produção de grãos (FRANKEL et al., 1981).  

Segundo Jenner et al., (1991), para a cultura do trigo, o aumento da massa de grãos, 

normalmente, está associado a uma maior disponibilidade de nitrogênio durante o período de 

enchimento de grãos, enquanto uma maior disponibilidade de nitrogênio nas fases iniciais de 

desenvolvimento da planta promove maior perfilhamento, crescimento foliar e maior número 

de espigueta férteis por planta. 

Quanto a produção de grãos por vaso, (Tabela 5), no tratamento testemunha e no 

tratamento com apenas adubação nitrogenada, as cultivares não diferiram ente si. Já quando 

foi utilizado somente o A. brasilense (AbV5) as cultivares CD 108, CD 120 e CD 150 

apresentaram produção de grãos por vaso superior às demais, enquanto. Quando foram 

utilizados de forma associada, a adubação nitrogenada e o A. brasilense (AbV5), observou-se 

produção de grãos por vaso superior nas cultivares CD 104, CD 119 e CD 150 em relação às 

demais.  

No desdobramento das fontes de nitrogênio para cada cultivar, maior produção por vaso 

das cultivares CD 104, CD 119, CD 120 e CD 150 foi observado quando foi utilizado a 

adubação nitrogenada sozinha ou associado ao A. brasilense (AbV5), enquanto a cultivar CD 

108 teve sua maior produção de grãos por vaso na presença da adubação nitrogenada (Tabela 

5). 

Uma possível explicação seja que as bactérias diazotróficas de plantas não leguminosas 

não contribuem com quantidades suficientes de N2 fixado, para garantir a produtividade 

máxima destas culturas (ZAMBRE et al., 1984; SAUBIDET et al., 2002; BALDANI e 

BALDANI, 2005). Além disso, Hallmann et al., (1997), relatam que condições de baixo nível 

de nitrogênio no solo, como presença de bactérias diazotróficas resultam em uma associação 

de alto custo energético para a planta, uma vez que essas bactérias são extremamente 

dependentes de fontes de carbono disponibilizadas pelas plantas, resultando em ausência de 

desempenhos satisfatórios quanto à produtividade.  

Alarim e Mostafa (2009) trabalhando com trigo, A. brasilense e variadas doses de N 

(40, 60 e 80 kg ha 
-1

) constataram que a maior produtividade do trigo foi obtida nas plantas 

tratadas com a inoculação de bactérias e adubação nitrogenada, particularmente em 60 kg ha
-1

 

N. E ainda os maiores valores de número de espiguetas, comprimento da espiga, peso da 

espiga principal, rendimento de grãos por planta e índice de grãos foram obtidas tambem 

deste tratamento. Outro dado que os autores relatam é que a produção de trigo tratado com 80 
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kg ha
-1 

N não diferiram estatisticamente quando comparado com o de 60 kg ha
-1 

N associado 

com a bactéria. Assim, a inoculação com bactérias economizou cerca de 20 kg ha
-1 

de N-

fertilizante, mostrando que é economicamente viável o uso dessas bactérias.  

Na determinação da resposta do trigo à adubação nitrogenada, é importante considerar o 

comportamento diferencial entre cultivares e linhagens em relação à eficiência na absorção e 

utilização do nitrogênio (MIELNICZUK, 1982). 

Na tabela 7 são apresentados resultados relativos aos coeficientes de correlação de 

Spearman entre as estimativas dos componentes da produção de trigo. Verifica-se que de 

maneira geral existem correlações significativas entre a maioria dos componentes da 

produção. Contudo em grande parte os valores do coeficiente, apesar de significativo são 

baixos, mostrando que existe uma interdependência entre os componentes que acabam 

influenciando a produção de grãos por vaso, para as cultivares de trigo em questão. Vale 

destacar que na tabela 7 o estudo de correlação foi feito considerando-se as médias das cinco 

cultivares de trigo e dos quatro tratamentos. 

 

Tabela 7. Coeficiente de correlação linear de Spearman entre as estimativas dos parâmetros 

de produção de trigo, [(número de perfilhos por planta (NPP); massa seca de raízes (MSR); 

teor de NH4
+
 na raiz (TNH4R); teor de N na parte aérea (TNPA); número de espigas por 

planta (NEP); comprimento de espiga (CE); número de espiguetas por espiga (NEE); massa 

de 100 grãos (M1000); teor de proteínas nos grãos (TPG) e produção de grãos por vaso 

(PGV)]. Os valores relativos às médias de quatro repetições de cinco cultivares de trigo, 

submetidas à inoculação com A. brasilense (AbV5) e adubação nitrogenada. Unioeste, 

Marechal Cândido Rondon – PR, 2010 

 MSR TNH4R TNPA NEP   CE        NEE M1000 TPG PGV 

NPP -0,049
ns

 0,271** 0,486* 0,732* -0,065* -0,316* -0,074
ns

 0,441* 0,501* 

MSR - -0,004
 ns

 -0,105
 ns

 - 0,146
 ns

 0,126
 ns

 0,474* 0,236** -0,052
 ns

 0,190
 ns

 

TNH4R  - 0,273** 0,202
 ns

 -0,142
 ns

 -0,098
 ns

 0,077
 ns

 0,213
 ns

 0,096
 ns

 

TNPA   - 0,477* -0,306** -0,049
 ns

 0,076
 ns

 0,470* 0,438* 

NEP    - 0,055
 ns

 -0,268** -0,115
 ns

 0,531* 0,741* 

CE     - 0,472** 0,223* 0,009
 ns

 0,291** 

NEE      - 0,412* -0,132
 ns

 0,275** 

M1000       - 0,209
 ns

 0,244** 

TPG        - 0,531* 

* - significativo a 1% de probabilidade, pelo teste Z; ** - significativo a 5% de probabilidade, pelo teste Z;  ns -  

não significativo a 5% de probabilidade, pelo teste Z.    
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O teor de N na parte aérea das plantas (TNPA) se correlacionou positivamente, com o 

número de perfilhos por planta (NPP), número de espigas por planta (NEP), produção de 

grãos por vaso (PGV) e teor de proteína nos grãos (TPG), sendo os coeficientes de correlação 

0,486; 0,477; 0,438 e 0,470, respectivamente. Verifica-se também correlação significativa e 

positiva entre o TPG e os componentes da produção NPP, NEP e PGV. A partir destes 

resultados pode-se inferir que o maior teor de nitrogênio na parte aérea das plantas resultaram 

em plantas mais produtivas com grãos de maior teor de proteínas, observado especialmente 

para a cultivar CD 150. Estratégias para fornecimento de nitrogênio às plantas na fase 

vegetativa seja por adubação nitrogenada ou através da fixação biológica de nitrogênio são 

importantes para obtenção de maiores produtividades e qualidade de grãos. 

Ainda na tabela 7 é possível observar que todos os componentes da produção 

apresentam correlação positiva com a produção de grãos por vaso. Vale destacar o número de 

perfilhos por planta e número de espigas por planta, pois estes apresentaram coeficientes de 

correlação maiores que 0,5, sendo estes componentes determinantes para a produção de grãos 

das cultivares de trigo em questão. Para Di Mauro et al (2000), normalmente, coeficientes de 

correlação entre 0,40 e 0,75 são considerados de média magnitude.  

Cavassim e Borém (1998) estudando a cultura do trigo também verificaram correlações 

positivas entre número de grãos e comprimento de espigas. Assim, houve tendência de que as 

plantas com espigas maiores produzirem maior número de grãos. Todavia, isso nem sempre é 

verdadeiro, já que existe a possibilidade dos grãos terem formato irregular e distribuição 

pouco densa na espiga. 

Vale ainda destacar as correlações significativas e positivas entre a massa seca de raízes 

com o número de espiguetas por planta e a massa de 1000 grãos, pois estes resultados podem 

explicar em parte a ação do A. brasilense na fixação biológica de nitrogênio e no 

desenvolvimento do sistema radicular. Isso indica que, mesmo sendo correlações de média e 

baixa magnitude, se as bactérias diazotróficas não puderem oferecer todo N necessário para a 

planta, porém se auxiliarem no desenvolvimento da parte radicular - formação de pelos 

radiculares, aumento na taxa de aparecimento de raízes secundárias e da superfície radicular 

como afirmado por Hartman e Zimmer (1994), já garante um maior número de espiguetas e 

maior massa de 1000 grãos para a cultura. 

Uma questão que vale ressaltar neste estudo é que desde a “Revolução Verde”, todas as 

cultivares destinadas principalmente para alimentação humana, foram 

desenvolvidos/selecionados principalmente em função da utilização e resposta a fertilizantes 
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nitrogenados e não necessariamente em relação a sua capacidade de resposta à FBN (BRUM, 

1988; DÖBEREINER, 1992).  

Uma das variáveis que contribui para a complexidade das respostas à inoculação é a 

interação do genótipo da planta e a estirpe inoculada, como constatada pelos resultados. Tal 

conclusão também foi encontrada nos trabalhos realizados por Salomone e Döbereiner (1996), 

Scholoter e Hartmann (1998), Baldani e Baldani (2005) e Sala et al.(2007). 
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5. Conclusões 

 

 Diante dos resultados obtidos pode-se inferir que as bactérias não são capazes de 

suprir totalmente a demanda do trigo por nitrogênio, sendo necessária à 

complementação com fertilizante nitrogenado. 

 

 As maiores produções de grãos por vaso foram obtidas com o fornecimento de 

nitrogênio ou em função da combinação da fertilização nitrogenada com a inoculação 

das sementes com A. brasilense (AbV5), sugerindo a necessidade de complementação 

de nitrogênio quando se lança mão da inoculação de sementes de trigo com bactérias 

diazotróficas; 

 

 A cultivar de trigo CD 150 foi a que apresentou melhores resultados na presença do A. 

brasilense (AbV5) associado à adubação nitrogenada; 

 

 Houve diferença de resposta entre as cultivares de trigo quando inoculadas com A. 

brasilense (AbV5), confirmando a interação ente os genótipos de trigo testados e a 

estirpe de bactéria diazotrófica inoculada nas sementes. 
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