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DOSES DE INOCULANTE E ESTIRPES DE Azospirillum brasilense 

ASSOCIADAS À ADUBAÇÃO NITROGENADA NA CULTURA DO MILHO  

 

 

RESUMO 

O presente trabalho teve por objetivo avaliar em condições de campo em diferentes 

áreas do Sul do Brasil, o efeito associado de fertilização mineral e diferentes 

dosagens de inoculante formulado a partir das estirpes Ab-V5, Ab-V6 e Ab-V7 de 

Azospirillum brasilense. O delineamento experimental utilizado foi de blocos ao 

acaso, com quatro blocos e dez tratamentos. Os tratamentos foram formados pelas 

doses de 0, 60 e 120 Kg ha-1 de nitrogênio, sem inoculação das sementes e a dose 

de 60 Kg ha-1 de nitrogênio + inoculação individual e associada das estirpes Ab-V5, 

Ab-V6 e Ab-V7. Foram realizadas avaliações biométricas durante o estádio de oito 

folhas definitivas (V8), bem como, avaliações dos componentes de produção e da 

produtividade no final do ciclo da cultura. Também foram avaliados os teores de N, P 

e K das folhas no início da floração feminina, bem como, os teores desses nutrientes 

presentes nos grãos. Os resultados obtidos indicam que, indiferente da área 

avaliada, a utilização de inoculante a base de A. brasilense associado à dose de 60 

Kg ha-1 de nitrogênio resulta em incrementos no crescimento, desenvolvimento e 

produtividade do milho. 

PALAVRAS-CHAVE: Fixação biológica de nitrogênio; Zea mays L.; Promoção do 

crescimento vegetal; Fitormônios.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

DOSES AND STRAINS OF INOCULANT Azospirillum brasilense ASSOCIATED 

WITH NITROGEN IN THE CULTURE OF CORN 

 

ABSTRACT: This study aimed to evaluate under field conditions in different areas of 

southern Brazil, the effect associated with mineral fertilizers and different dosages of 

inoculant formulated from the strains Ab-V5, V6 and Ab-Ab-V7 of Azospirillum 

brasilense. The experimental design was randomized blocks with four blocks and ten 

treatments. The treatments were formed by the doses of 0, 60 and ha-1 of nitrogen 

without seed inoculation dose to 120 kg and 60 kg ha-1 nitrogen + individual 

inoculation and associated strains of Ab-V5, V6 and Ab-Ab -V7. Biometric 

evaluations were performed during the stage of eight mature leaves (V8), as well as 

assessments of components of production and productivity at the end of the crop 

cycle. Levels of N, P and K leaves in early female flowering were also evaluated as 

well, the levels of these nutrients in grains. The results indicate that regardless of the 

area evaluated, the use of inoculant base of A. brasilense associated with the dose 

of 60 kg ha-1 of nitrogen results in increases in growth, development and yield of 

corn. 

 

KEY-WORDS: Biological nitrogen fixation; Zea mays L.; Promotion of plant growth, 

plant hormones. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

 A cultura do milho em função de seu alto potencial produtivo e sua vasta 

utilização tanto na alimentação animal quanto na humana, constitui um dos 

principais cereais cultivados no mundo (DOURADO NETO e FANCELLI, 2004). 

 O Brasil se destaca na produção de milho ocupando o 3° lugar no ranking 

mundial, com uma área plantada de 15,8 milhões de hectares, para uma produção 

de 67 milhões de toneladas. Embora o Brasil tenha potencial para assumir a 

liderança mundial na produção deste cereal, a produtividade nos solos brasileiros 

ainda é baixa, cerca de 37,6% inferior a obtida nos Estados Unidos, país que ocupa 

a 1° colocação na produção do milho (USDA, 2012; CONAB, 2012). 

A cultura do milho tem entre suas características produtivas a alta 

dependência à fatores edafoclimáticos para expressar seu potencial. Vale ressaltar 

que, depois da água, um dos principais fatores limitantes para o alto rendimento da 

cultura é o nitrogênio (FERNANDES, 2006). Este nutriente está diretamente 

relacionado ao crescimento/desenvolvimento da cultura, influenciando 

significativamente a produtividade do milho (BULL e CANTARELLA, 1993; UHART e 

ANDRADE, 1995; ESCOSTEGUY et al., 1997).  

Porém, considerando que a maior parte do nitrogênio aplicado na cultura do 

milho é perdido no sistema solo-planta, e, ainda, que o uso excessivo da fertilização 

nitrogenada contribui para a contaminação do solo e de recursos d‟água (ANGUS; 

1995; BUMB, 1995), é crescente a busca por alternativas que venham substituir 

parcialmente o uso da fertilização nitrogenada em culturas como a do milho.  

Assim, a utilização de biofertilizantes à base de microrganismos fixadores de 

nitrogênio e promotores do crescimento vegetal, pode se tornar uma alternativa 

viável em função de suprirem parcialmente o uso dos fertilizantes tradicionais, bem 

como, estimular o crescimento e desenvolvimento vegetal pela ação de substâncias 

promotoras do crescimento vegetal (COCKING, 2003). Dentre estes destaca-se, 

para gramíneas, as bactérias promotoras do crescimento vegetal do gênero 

Azospirillum por disponibilizarem o N2 atmosférico para as plantas, produzirem 

substâncias promotoras de crescimento (auxinas, giberelinas e citocininas), entre 

outros efeitos positivos nas características de desenvolvimento e produtividade das 

plantas. 
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Várias estirpes com potencial de uso agrícola de A. brasilense já foram 

isoladas e classificadas. Os resultados obtidos são variáveis em função da 

inoculação de estirpes isoladas ou associação de mais de uma estirpe. Trabalhos 

com associação de mais de duas estirpes como é o caso do presente estudo são 

escassos e merecem atenção, pois podem trazer benefícios em função das 

interações planta-bactéria existentes que ainda são pouco compreendidas. Neste 

contexto, o presente trabalho objetivou avaliar a inoculação, individual ou associada, 

das estirpes Ab-V5, Ab-V6 e Ab-V7 de A. brasilense, na cultura do milho, em 

diferentes áreas agrícolas do Sul do Brasil. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

2.1 Cultura do Milho 

 

O milho dentro de sua classificação botânica é uma monocotiledônea, 

pertencente à família Poaceae, subfamília Panicidae, gênero Zea e espécie Zea 

mays L. (DOEBLEY, 1990). É uma planta herbácea, monóica, anual, completando 

seu ciclo entre quatro e cinco meses após a emergência das plântulas (PONS e 

BRESOLIN, 1981). O gênero Zea é composto por um grupo de gramíneas nativas 

do México e da América Central (DOEBLEY, 1990), sendo conhecido na Europa 

após o retorno de Colombo que trouxe consigo plantas de milho coletadas em Cuba 

(FREITAS, 2001).  

A espécie (Zea mays) é um dos principais cereais cultivados no mundo, em 

função do seu alto potencial produtivo, bem como, por suas características químicas 

e nutricionais. A cultura fornece vasta variedade de produtos que são utilizados tanto 

na alimentação animal, em especial a suinocultura, avicultura e bovinocultura de 

leite, nas formas de farelo, rações e silagem, para a alimentação humana, tanto na 

forma “in natura”, como milho verde, ou na forma de subprodutos processados como 

massas, farinhas e pães, bem como, a cada ano aumenta a utilização do cereal para 

produção do combustível etanol (DOURADO NETO e FANCELLI, 2004; SEAB, 

2012). 

Segundo o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), a 

produção mundial do cereal ultrapassou os 870 milhões de toneladas métricas na 

safra 2011/2012, incrementando em 14,6% a produção em relação à safra 

2010/2011, que foi de 829 milhões de toneladas métricas. Segundo a mesma 

Instituição, os maiores produtores mundiais da cultura ainda são os Estados Unidos, 

produzindo 375,68 milhões de toneladas, seguido pela China (195 milhões de 

toneladas) e, ocupando o terceiro lugar, o Brasil, que na safra 2011/2012 produziu 

67 milhões de toneladas (USDA, 2012). 

A área estimada com milho no mundo na safra 2011/2012 é de 175,2 milhões 

de hectares, refletindo um aumento de 4% em relação ao ano anterior (USDA, 

2012). No Brasil, a área semeada na primeira safra foi de 7,56 milhões de hectares. 

Porém, observa-se uma tendência de decréscimo na área cultivada no verão em 
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função da opção, por parte dos agricultores, pelo plantio da soja. Contudo, ocorre à 

expansão no plantio da segunda safra de milho, chegando a ser cultivado na safra 

atual (2011/2012) em 7,6 milhões de hectares.  A soma das áreas cultivadas com o 

milho na primeira e a segunda safra na temporada 2011/2012 obteve taxa de 

crescimento de 9,8% quando comparado à área cultivada na safra anterior 

(2010/2011). Este acréscimo é resultado do aumento na área plantada nos principais 

estados produtores, Paraná e Mato Grosso (CONAB, 2012). 

Para a próxima safra no Brasil (2012/2013) estima-se um recorde do cultivo 

deste cereal, tanto em área plantada, quanto em produção (CONAB, 2012). Mesmo 

sendo esperada uma quebra na safra do Sul do País, principalmente no Estado do 

Rio Grande do Sul, a produção nacional será maior devido ao aumento da área 

semeada, maior uso de tecnologias, bem como, em função das condições climáticas 

favoráveis, que são esperadas para a maioria dos Estados produtores brasileiros 

(CONAB, 2012). 

Entretanto, um dos fatores que ainda influencia negativamente a produção da 

cultura no Brasil, é a baixa produtividade, tendo alcançado a média de 4.799 Kg ha-1, 

sendo 37,6% inferior a obtida nos Estados Unidos, mesmo este País tendo passado 

por uma das maiores secas da história recente, o que resultou em quebra de 60% 

nos índices produtivos para a cultura na safra passada (CONAB, 2012).  

 

 

2.2 Ecofisiologia da Cultura do Milho 

 

 

2.2.1 Fenologia 

 

A espécie Zea mays L. é uma planta que possui ciclo vegetativo variável, isso 

em função dos diferentes genótipos existentes, podendo ser de ciclo precoce, onde 

a polinização ocorre normalmente 30 dias após a emergência, e também genótipos 

com ciclos que podem alcançar 300 dias de cultivo. Porém, normalmente nas 

condições brasileiras, o milho apresenta ciclo entre 110 e 180 dias (superprecoce, 

precoce e normal), sendo esse período compreendido entre a semeadura e a 

colheita (FANCELLI e DOURADO NETO, 2005). 
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Os estádios fenológicos são subdivisões ou particularidades durante o ciclo 

de uma planta da mesma maneira como são as fases, entretanto, no caso dos 

estádios fenológicos, não se faz necessário que ocorra uma transformação na planta 

ao nível que órgãos venham aparecer ou desaparecer, em função de sua 

ocorrência. Logo os subperíodos são definidos como o tempo decorrido entre duas 

fases consecutivas (vegetativa e reprodutiva), sendo que nesse caso as 

necessidades e as estruturas das plantas são praticamente constantes. Desse 

modo, através da utilização de escalas fenológicas, pode se ter um maior 

detalhamento do ciclo da planta, já que o tempo decorrido entre duas fases distintas 

pode ser variável, além de demasiadamente longo. Assim, as aplicações dos 

estádios fenológicos são importantes para a determinação dos períodos críticos para 

a cultura em relação à deficiência hídrica, auxiliando nos períodos de maior 

exigência de água, o que facilita a elaboração de planos de zoneamento agrícola, 

épocas de aplicação de fertilizantes e defensivos, bem como, para classificar 

cultivares quanto a sua precocidade (BERGAMASCHI, 2006). 

Existem diversas escalas fenológicas para a cultura, porém as mais utilizadas 

são as descritas por Hanway (1966) e por Ritchie et al. (1993). Nesse sentido, 

Fancelli e Dourado Neto (2005), adaptaram a escala de Hanway (1966), 

harmoniosamente com o ciclo de desenvolvimento geral apresentado pela cultura, 

subdividindo-a em cinco períodos: (1) germinação e emergência; (2) crescimento e 

desenvolvimento; (3) floração; (4) frutificação e (5) maturação fisiológica. 

Entretanto, a escala mais utilizada no Brasil foi proposta por Ritchie et al. 

(1993), mesmo esses autores tendo definido esta escala originalmente em híbridos 

adaptados á região central do Estado de Iowa, nos Estados Unidos, a estabilidade 

das características morfológicas para a definição de cada fase fenológica utilizada 

em diversos ambientes e a fácil observação promoveram a aceitação e o uso desta 

escala em diferentes regiões produtoras (SANGOI et al., 2010).  

A avaliação da ontogenia da planta de milho utilizada na escala de Ritchie et 

al. (1993), subdivide o crescimento e desenvolvimento da planta em estádios 

vegetativos e reprodutivos (SANGOI et al., 2010). Dessa maneira, os estádios 

referentes ao período vegetativo da cultura são representados pela letra V e por um 

número que varia de um a 18, que representam o número de folhas totalmente 

expandidas existentes na planta em determinado momento de seu crescimento 

vegetativo, sendo consideradas expandidas as folhas que apresentam a região do 
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colar totalmente visível (RITCHIE et al., 1993). Porém, existem duas exceções na 

fase vegetativa que são os estádios VE e VT, sendo que estas representam a 

emergência da cultura e o inicio do pendoamento, respectivamente. 

Após o estádio VT, a escala proposta por Ritchie et al. (1993) utiliza a letra R 

associada a um número (de um a seis), que representa as subdivisões que 

caracterizam o estágio reprodutivo da cultura, desde o espigamento (R1) até o 

momento da maturação fisiológica representado pela sigla R6 (SANGOI et al., 

2010).  Na Tabela 1, são apresentados os estádios fenológicos da cultura do milho 

segundo Ritchie et al. (1993). 

Tabela 1. Estádios Fenológicos de uma planta de milho.  

Estádios vegetativos Estádios reprodutivos 

VE – emergência  A – antese 

V1 – primeira folha R1 – florescimento e fecundação 

V2 – segunda folha R2 – grão leitoso 

V3 – terceira folha R3 – grão pastoso 

V6 – sexta folha R4 – grão farináceo 

V9 – nona folha R5 – grão farináceo-duro 

V12 – décima segunda folha R6 – maturidade fisiológica  

V15 – décima quinta folha  

V18 – décima oitava folha  

VT - pendoamento  

Fonte: adaptado de Ritchie et al. (1993).  

Assim, a utilização dos estádios fenológicos para a cultura do milho torna-se 

importante para o planejamento da melhor época de implantação da cultura, bem 

como, para os estudos de diferentes materiais genéticos (MATZENAUER, 1997). 

 

 

2.2.2 Temperatura 

 

De maneira geral, a temperatura influência o metabolismo das plantas 

através da atividade enzimática, em função de estar diretamente relacionada com a 

conformação e reações promovidas pelas enzimas (BONHOMME, 2000). Sob 
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condições de baixas temperaturas, as enzimas perdem a capacidade plástica de se 

alterarem, o que pode levar a não ocorrência da reação enzimática. Assim como, 

quando submetidas a temperaturas extremamente baixas, as enzimas sofrem uma 

coagulação formando novas estruturas que não possuem a capacidade de catalisar 

reações na planta. Já com a elevação da temperatura dentro de certos limites, a 

velocidade das reações enzimáticas é aumentada. Entretanto, a partir de 

determinada temperatura, a atividade enzimática é reduzida em função do aumento 

da agitação das moléculas fazendo com que estas venham a sofrer o processo de 

desnaturação (TAIZ e ZEIGER, 2004). 

A cultura do milho é altamente responsiva às condições climáticas desde a 

germinação até a maturação fisiológica (BRUNINI et al., 2006). São inúmeras as 

comprovações experimentais que apontam a temperatura como fator decisivo para o 

desenvolvimento da cultura, ainda que a água e outros fatores climáticos venham a 

influenciar diretamente nos processos de crescimento e desenvolvimento (SANGOI 

et al., 2010). 

Há uma faixa ótima de temperatura para que os processos fisiológicos 

venham a ocorrer normalmente na cultura do milho. Pascale (1953) verificou que 

temperaturas médias do ar na faixa de 25°C fazem com que as plantas venham a 

atingir seus estádios de crescimento e desenvolvimento mais rapidamente. 

Entretanto, temperaturas médias diárias abaixo de 19°C podem influenciar 

negativamente a cultura ocasionando perdas significativas e podendo tornar o cultivo 

inviável (PASCALE, 1953). Resultados semelhantes foram observados por 

Maddonni et al. (2006) ao trabalharem com diferentes híbridos de milho submetidos 

a variações de temperatura e luminosidade. Os autores verificaram redução no peso 

final dos grãos quando a cultura foi submetida a temperaturas médias diárias 

inferiores a 19°C e menor radiação solar, sendo os resultados justificados em função 

da menor taxa fotossintética corrente e pela menor partição de fotoassimilados nos 

grãos. 

Temperatura elevada também contribui significativamente para a redução do 

potencial produtivo da cultura, sendo este, um dos fatores chave e que se associado 

à baixa disponibilidade hídrica reduz drasticamente a fotossíntese líquida em função 

do aumento da respiração (FANCELLI e DOURADO NETO, 2005). Esses mesmos 

autores também relatam que a cada grau de temperatura média diária superior a 

21,1°C durante os primeiros 60 dias após a semeadura o período de florescimento é 
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antecipado de dois a três dias, fenômeno que pode reduzir significativamente o 

número de grãos das espigas. Contudo, Shaw (1977), descreve que as maiores 

produtividades para a cultura do milho são alcançadas durante os meses em que as 

temperaturas oscilam entre 21 e 27°C, não existindo um limite máximo, porém, a 

produtividade é reduzida quando da existência de temperaturas superiores as 

descritas anteriormente. 

Também, a temperatura média noturna, possui grande influência no 

crescimento e desenvolvimento da cultura, sendo que temperaturas médias noturnas 

inferiores a 13°C causam perdas significativas na cultura (PASCALE, 1953), bem 

como, temperaturas acima de 24°C reduzem a taxa fotossintética líquida em função 

do aumento da respiração celular (FANCELLI e DOURADO NETO, 2005). Na 

literatura são encontrados trabalhos que demonstram respostas lineares no aumento 

da respiração com a elevação da temperatura noturna, influenciando também a 

translocação de solutos orgânicos e de nutrientes (LANDSBERG et al., 1977). Nesse 

mesmo sentido, Andrade (1995) verificou que a temperatura noturna de 29,4°C, 

além de aumentar a senescência foliar, reduziu a produtividade em 60% quando 

comparado com a temperatura de 18,3°C. 

No sul do Brasil, o inicio da semeadura deve ser realizado quando o solo 

estiver com temperatura igual ou superior à 16°C, isso porque temperaturas 

inferiores a esse valor propiciam uma emergência lenta, favorecendo o ataque de 

patógenos de solo, o que reduz o estande, incrementa a desuniformidade de 

emergência, bem como, aumenta o período critico de competição com plantas 

espontâneas (SANGOI, 1993).  Sendo que, semeadura realizada no final do inverno 

e inicio da primavera, época em que o solo ainda se encontra com temperaturas 

mais baixas, estende o período de emergência das plântulas para 13 dias quando 

comparado com o mesmo material semeado no inicio do verão que emerge mais 

rapidamente, em média seis dias após a distribuição das sementes no solo 

(SANGOI, 1993).  

Dessa maneira, à medida que a temperatura do solo aumenta, ocorre um 

aumento na divisão celular do embrião, acelerando o desenvolvimento, elongação 

de raízes seminais, coleóptilo e do mesocótilo, resultando na redução do sub-

período de semeadura e emergência (DENMEAD e SHAW, 1962). Assim, 

temperaturas médias do solo entre 25 e 30°C, propiciam melhor emergência, bem 

como, ótimo crescimento vegetativo das plantas (FANCELLI e DOURADO NETO, 
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2005). Já temperaturas médias superiores a 32°C, tendem a reduzir 

significativamente a germinação do grão de pólen, influenciando diretamente o 

rendimento final da cultura. 

A utilização da temperatura média do ar em escala diária (graus-dia) é um dos 

métodos para relacionar a temperatura e o desenvolvimento da cultura do milho. 

Essa escala baseia-se no acúmulo térmico diário necessário para que a planta atinja 

um determinado estádio fenológico do seu desenvolvimento (NESMITH e RITCHIE, 

1992). 

A estimativa da soma das unidades diárias de calor (UC), a partir da 

emergência até que o material utilizado venha a atingir um determinado estádio 

fenológico, ocorre pela diferença da temperatura média diária e as temperaturas 

mínima e máxima exigidas pela espécie (FANCELLII e DOURADO NETO, 2005). 

Sendo esse acúmulo de unidades calóricas ou graus-dia mais preciso na avaliação 

do desenvolvimento da cultura do que o calendário baseado em dias (PEREIRA et 

al., 2002). Segundo Fancelli e Dourado Neto (2005) este método é usado 

principalmente para diferenciar o ciclo das cultivares até pendoamento/espigamento. 

Neste sentido, híbridos hiper-precoces necessitam de menos 780 UC para florescer, 

híbridos super-precoces entre 780 – 830 UC, precoce entre 831 – 890 UC e os 

normais ou tardios menos de 890 UC. 

Assim torna-se importante o conhecimento das exigências térmicas para a 

cultura do milho, desde a semeadura até a maturidade fisiológica da cultura, em 

função da previsão do inicio e duração de cada estádio fenológico da cultura, sendo 

esse conhecimento importante para a tomada de decisões no campo (STEWARTE 

et al., 1998).  

 

2.2.3 Fotoperíodo 

 

O fotoperíodo é um importante fator climático que afeta diretamente a cultura 

do milho, de maneira diferente entre cultivares, sendo este representado pela 

quantidade de horas de luz solar incidente na planta (ANDRADE et al., 1991).  

O milho é considerado uma planta neutra ou de dias curtos, sendo seu 

desenvolvimento afetado pela quantidade de radiação solar, de maneira que as 

maiores produtividades são alcançadas sob condições de radiação solar elevada 

(REICHARDT, 1987; FANCELLI e DOURADO NETO, 2005). O fotoperíodo crítico 
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para a cultura do milho é de aproximadamente de 12h, sendo que, dias com menor 

tempo de luz estimulam a transformação do meristema apical em primórdio floral 

(SANGOI et al., 2010). Nesse sentido, cultivares de milho sensíveis ao fotoperíodo 

submetidas há dias longos, podem aumentar a permanência do período vegetativo, 

retardando a floração, aumentando a estatura da planta e consequentemente 

prolongando o ciclo da cultura (ANDRADE et al., 1991). Também, Warringtone e 

Kenamasu (1983) observaram que em condições de fotoperíodo longo, durante a 

fase indutiva da cultura do milho, ocorre maior produção de primórdios foliares e 

atraso no processo de floração, o que aumenta a soma térmica até o período da 

antese. 

Andrade et al. (1996) ressaltam que o cultivo de milho em altas latitudes, em 

caso de atraso no processo de semeadura, resulta em exposição da cultura a 

fotoperíodo mais longo durante a fase indutiva.  Isto gera aumento significativo da 

soma térmica até a floração, fazendo com que o sub-período de enchimento de 

grãos ocorra em uma fase de acentuada redução de luminosidade prejudicando 

significativamente o rendimento da cultura. Dessa maneira, os programas de 

melhoramento da cultura vêm trabalhando no intuito de reduzir a sensibilidade do 

milho às variações edafoclimáticas, o que possibilitou a expansão da cultura em 

diversas regiões do globo terrestre (SANGOI et al., 2010).  

 

 

2.2.4 Radiação solar 

 

A radiação solar é única fonte de energia para a realização dos processos 

fisiológicos que ocorrem nos vegetais, sendo a fotossíntese, o processo biológico 

que pode converter a energia solar em energia química (BLACKENSHIP, 2002). 

Ainda vale salientar que o conhecimento da energia livre que entra em um 

determinado sistema agrícola, bem como, o metabolismo da cultura em questão são 

necessários para que possa ser estimado o potencial produtivo da cultura 

(STEWART et al., 2003). Assim, a produção de biomassa pelas plantas depende da 

absorção da densidade do fluxo de fótons fotossintéticos por suas folhas, bem como, 

da eficiência da planta em converter a radiação solar em energia química pelo 

processo fotossintético (BERGAMASCHI et al., 2010). 
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O milho é uma planta que possui metabolismo C4 de fixação de carbono. 

Esse fato, associado a sua grande área foliar, faz com que a cultura seja altamente 

eficiente na conversão de energia luminosa em química (ANDRADE, 1996). Neste 

sentido, o milho tem elevado potencial e habilidade fisiológica na conversão de 

carbono em compostos orgânicos (FANCELLI e DOURADO NETO, 2005). O 

carbono estocado na forma de compostos orgânicos são translocados dos órgãos 

fotossinteticamente ativos (fontes) para órgãos drenos, onde são estocados ou 

metabolizados. Assim, a produtividade do milho possui uma correlação positiva com 

a radiação incidente no dossel da cultura (JONG et al., 1982). 

A capacidade máxima de conversão de CO2 em biomassa nas plantas é 

dependente de condições ótimas, ou seja, não devem sofrer qualquer tipo de 

estresse. Plantas em condições de déficit hídrico, por exemplo, podem ter sua 

capacidade de interceptação de radiação reduzida em função do enrolamento das 

folhas (MÜLLER e BERGAMASCHI, 2005). Nesse sentido, Kunz et al. (2007) 

relataram redução na eficiência fotossintética das plantas de milho, em função do 

enrolamento das folhas, quando estas foram submetidas a diferentes intensidades 

de déficit hídrico. Estes resultados corroboram com os obtidos por Bergamaschi et 

al. (2010) que obtiveram redução de até 20% na interceptação da radiação 

fotossinteticamente ativa nas plantas de milho submetidas a déficit hídrico. 

Outro fator determinante para o sucesso da assimilação de CO2 é a fertilidade 

do solo, particularmente a quantidade de nitrogênio disponível devido este nutriente 

ser fator limitante para a formação de fitocromo e clorofila nas folhas (DEWAR, 1996; 

SCOTT GREN et al., 2003).  

 

 

2.2.5 Exigência hídrica 

 

A disponibilidade de água geralmente é o principal fator limitante que afeta o 

potencial produtivo da cultura do milho, sendo que a cultura possui uma exigência de 

precipitação entre 400 e 600 mm durante o decorrer de seu ciclo (FANCELLI e 

DOURADO NETO, 2005). Para estes autores, o consumo diário da cultura pode 

variar entre 3,5 e 4,5 mm durante o estágio vegetativo, e de 5 a 7 mm durante o 

florescimento e enchimento dos grãos. Entretanto, em condições especiais o 

consumo pode chegar a 10 mm diários.  
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O maior consumo de água pela cultura do milho ocorre, principalmente, no 

período de florescimento, em função do índice de área foliar estar em seu máximo 

potencial durante esse estádio. Este fato se deve a ser este o momento de 

determinação do rendimento da cultura e pelos processos fisiológicos ligados à 

formação do zigoto e o inicio do enchimento dos grãos, bem como, pela elevada 

taxa de transpiração das plantas (BERGONCI e BERGAMASCHI, 2002). Nesse 

estádio de desenvolvimento, a ocorrência de déficit hídrico resulta em maior 

abortamento das estruturas reprodutivas, reduzindo significativamente o número de 

grãos produzidos por espiga e diminuindo drasticamente o rendimento final de grãos 

(ANDRADE et al., 1996; FANCELLI e DOURADO NETO, 2005).  

A exigência hídrica da cultura também pode ser mais elevada durante o 

período de enchimento dos grãos, pois, durante esse período, teoricamente, a 

radiação solar é elevada e as temperaturas médias diárias variam entre 25 e 30°C o 

que faz as plantas alcançarem altas taxas fotossintéticas (ANDRADE, 1992). Sendo 

que, a ocorrência de déficit hídrico durante o enchimento de grãos afeta diretamente 

a massa de mil grãos, que é um dos principais componentes de produção 

relacionados à cultura (ANDRADE et al., 1996; FANCELLI e DOURADO NETO, 

2005). Nesse sentido, Mojaddaam et al. (2012) trabalhando com diferentes laminas 

de irrigação em diferentes genótipos de milho no Iran, verificaram que reduções 

entre 20 e 40 % no fornecimento de água resultou em menor número de grão por 

fileira, menor massa de mil grãos, bem como, menor produtividade. 

O milho é considerado uma das espécies agrícolas mais sensíveis à 

deficiência hídrica, principalmente, durante o florescimento. Entretanto, a cultura é 

descrita como uma das que possui maior eficiência no uso da água. Essa aparente 

aquerencia pode ser explicada em função dos diferentes conceitos de tolerância à 

seca e eficiência do uso da água. A tolerância da seca é a capacidade que uma 

espécie possui de apresentar produtividade satisfatória sob condições de limitação 

hídrica. Já a eficiência do uso da água é medida pela relação entre a quantidade de 

água perdida pela evapotranspiração por uma espécie e sua produção de matéria 

seca, ou seja, é a habilidade que essa espécie possui em converter a água 

absorvida em matéria seca (ANDRADE et al., 1996; SANGOI et al., 2010).  

Assim, a cultura do milho, quando cultivada sob condições ótimas de 

fornecimento de água, tende a converter eficientemente o recurso hídrico disponível 

em massa de matéria seca e consequentemente em altas produtividades. 
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Entretanto, depois da água, o nitrogênio é um dos principais fatores limitantes na 

produtividade da cultura do milho, tendo em vista que este nutriente está 

diretamente relacionado à formação de fitocromo e clorofila, interferindo diretamente 

nos processos fotossintéticos da planta (DEWAR, 1996; SCOTT GREN et al., 2003). 

 

 

2.3 Nitrogênio e a cultura do milho 

 

 

2.3.1 Importância do nitrogênio na cultura do milho 

 

O nitrogênio é o nutriente mais requerido pela cultura do milho, entretanto, em 

muitas situações, é suprido insuficientemente (AMADO et al., 2002). Segundo estes 

autores, quando em condições favoráveis de temperatura, radiação solar e água, a 

quantidade de nitrogênio requerida para alcançar grandes produtividades de grãos 

pode ultrapassar a 150 Kg ha-1.      

O elemento nitrogênio é o único dos nutrientes minerais absorvido pelas 

plantas em duas formas diferenciadas, sendo uma delas na forma nítrica (NO-
3) e a 

outra, na forma amoniacal (NH+
4). Porém, as plantas de milho absorvem esse 

nutriente principalmente na forma de NO-
3, que será reduzido posteriormente a NH4, 

por meio da ação sequencial das enzimas nitrato e nitrito redutase (YAMADA, 1996). 

Assim, a nitrato redutase é responsável pela transformação do NO-
3 em nitrito (NO-

2) 

e a nitrito redutase realiza a transformação do NO-
2 para NH+

4. O NO-
3 também pode 

ser acumulado no vacúolo ou ainda exportado para as diferentes partes da planta, 

sendo o transporte para as folhas realizado via xilema, embora a redistribuição a 

partir das folhas até os outros órgãos da planta ocorra predominantemente na forma 

de aminoácidos via floema (FERNANDES, 2006). 

Esse nutriente determina o desenvolvimento do milho, aumentando 

significativamente a área foliar, a biomassa de matéria seca e a produtividade da 

cultura (UHART e ANDRADE, 1995; ESCOSTEGUY et al., 1997). A influência do 

nitrogênio no crescimento e desenvolvimento das plantas de milho está carreada na 

função desse nutriente em constituir moléculas orgânicas de grande importância nas 

plantas, como: aminoácidos, proteínas, enzimas, ácidos nucléicos e citocromos, 

além de ser fator chave na formação das moléculas de clorofilas e nos processos de 
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divisão celular, pois é agente estrutural das bases nitrogenadas (BULL e 

CANTARELLA, 1993). 

A deficiência de nitrogênio afeta diferentes mecanismos nas plantas de milho, 

entre eles, a área foliar e consequentemente a taxa fotossintética. Influencia também 

o período de duração das folhas verdes, reduzindo a assimilação de CO2 pelas 

plantas, o que reflete diretamente no potencial produtivo da cultura (MALAVOLTA, 

2006). A falta de nitrogênio nas plantas, também afeta diretamente o crescimento do 

sistema radicular do milho, bem como, o tamanho das espigas e a massa dos grãos 

(MELGAR et al., 1991). A deficiência desse nutriente ainda está relacionada à menor 

altura, diâmetro do colmo e ao acamamento e quebramento das plantas (GODOY 

JUNIOR e GRANER, 1964). Nesse sentido, Cruz et al. (2005) trabalhando com 

diferentes épocas e parcelamentos na adubação nitrogenada, verificaram redução 

significativa nos componentes de produção e produtividade nas plantas que não 

receberam adubação nitrogenada. Também Cruz et al. (2008) trabalhando com 

adubação nitrogenada na cultura do milho em sistema de plantio direto no Estado de 

Alagoas, verificaram que a altura de plantas, o diâmetro do colmo e a produtividade 

da cultura foram reduzidas significativamente em função da aplicação de baixas 

doses de nitrogênio na cultura. 

Em relação à época de aplicação do nitrogênio para a cultura do milho, 

recomenda-se que este elemento seja aplicado de 30 a 40% na semeadura, e o 

restante em cobertura, no momento em que as plantas se encontram entre o estádio 

V4 e V8 (PÖTTKER e WIETHÖLTER, 2004). Porém, segundo Coelho et al., (1992) a 

grande maioria dos técnicos e agricultores brasileiros relatam que quanto mais 

fracionada for a adubação nitrogenada, maior será o aproveitamento desse nutriente 

para a cultura em função da redução de perdas por lixiviação. Dessa maneira é 

importante ressaltar que, depois da água, o nitrogênio é o principal fator limitante 

para o crescimento e desenvolvimento da cultura do milho. Porém, deve ser levada 

em consideração que a quantidade de nitrogênio disponível no solo é variável, 

sendo influenciada pela cultura antecessora, pelos processos de imobilização, 

mineralização, bem como, pelas condições edafoclimáticas e sistemas de cultivo 

(COELHO et al., 1992). 
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2.3.2 Dinâmica do nitrogênio no solo 

 

 

Mineralização e imobilização  

 

O nitrogênio (N) é o elemento mais abundante na atmosfera, hidrosfera e 

biosfera terrestre, entretanto, 99% do N existente não se encontra de forma 

disponível para a grande maioria dos seres vivos (GALLOWAY et al., 2003). 

Aproximadamente, 78% do total do ar atmosférico é formado por nitrogênio, porém, 

este se encontra em uma forma molecular (N2), não disponível para as plantas. 

Existe uma divisão em dois grupos dos componentes de nitrogênio na 

natureza, sendo o N não reativo e o reativo. Assim, a forma não reativa é a 

diatômica (N2) e as formas reativas incluem todas as formas de nitrogênio 

biologicamente ativas. O N reativo é subdividido em componentes inorgânicos 

reduzidos nas formas de amônia (NH3), amônio (NH+
4), formas inorgânicas oxidadas 

como óxido de nitrogênio (NOX), ácido nítrico (HNO3), óxido nítrico (N2O) e nitrato 

(NO-
3) e ainda na forma de componentes orgânicos, uréia, aminas, aminoácidos, 

proteínas e ácidos nucléicos (BEZERRA, 2009). 

No solo, o nitrogênio está sujeito a simultâneos processos de mineralização e 

imobilização (AITA, 1997). A mineralização do N orgânico presente no solo é 

definida como um processo de transformação do nitrogênio na forma orgânica para 

a inorgânica. Esse processo é realizado por diferentes microrganismos 

heterotróficos presentes no solo que utilizam os compostos orgânicos presentes na 

matéria como fonte de energia (CANTARELLA, 2007). Durante esse processo, 

inúmeras enzimas, principalmente proteases e desidrogenases, são acionadas para 

agirem nos vários processos de quebra das ligações existentes nas moléculas de 

proteínas, peptídeos, aminas, aminoácidos e ácidos nucléicos (MOREIRA e 

SIQUEIRA 2002; CANTARELLA, 2007).  

O processo de mineralização do nitrogênio orgânico do solo pode elevar o pH 

do solo em função do consumo de prótons que ocorre durante o processo realizado 

pela microbiota. Nesse sentido, Moreira e Siqueira (2002), destacam que as 

condições ótimas para a atividade microbiana no solo são: umidade entre 50 e 70 % 

da capacidade de retenção, temperatura entre 40 e 60°C, presença de oxigênio e pH 

entre 6 e 7. Porém, os mesmos autores comentam, que, em função da grande 
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quantidade e variedade de microrganismos existente, as reações de mineralização 

do nitrogênio ocorrem sob ampla gama de condições de acidez, temperatura e 

umidade. 

A imobilização do N no solo ocorre simultaneamente com a mineralização, 

entretanto, no sentido contrário. Dessa maneira, a imobilização é definida como 

mudança do nitrogênio que se encontra na forma inorgânica para a forma orgânica 

(CANTARELLA, 2007). Esse processo ocorre pela ação de microrganismos 

especializados que incorporam o N inorgânico presente no solo às suas células, 

porém, quando estes morrem, o nitrogênio assimilado pode retornar a forma 

inorgânica, bem com, serem incorporados a células de outros microrganismos. 

A incorporação de resíduos orgânicos no solo tende a aumentar o conteúdo 

de nitrogênio orgânico, sendo esse processo influenciado pelos fatores de 

frequência e quantidade de aplicação, qualidade do material orgânico, formas de 

incorporação, variações climáticas, relação C/N e presença de microrganismos no 

solo (JANSSON e PERSSON, 1982). Entretanto estes mesmos autores descrevem 

que se o resíduo utilizado possuir altos teores de lignina e baixo teor de nitrogênio, a 

relação C/N será alta, porém, pode não resultar na imobilização do N em função da 

lignina ser uma fonte com pouca energia para os microrganismos. Nesse sentido, 

Kennedy et al. (2007) descreve que a decomposição de resíduos vegetais pelos 

microrganismos presentes no solo tem dependência direta com o maior teor de N 

presente no resíduo do que o teor de lignina, podendo afetar negativamente a 

disponibilidade do nitrogênio inorgânico presente no solo.  

Para que ocorra equilíbrio entre os processos de mineralização e imobilização 

do N, a relação C/N presente no resíduo deve ser de 20 a 30, sendo que nestas 

condições, a disponibilidade do nitrogênio inorgânico presente no solo não será 

afetada (CANTARELLA, 2007). Dessa maneira, a utilização dos resíduos vegetais 

pelos microrganismos para a obtenção de energia é dependente do conteúdo de 

nitrogênio presente no resíduo, sendo que a baixa presença do N no resíduo pode 

fazer com que o processo pare pela falta do produto (N). Nesse caso, os 

microrganismos podem vir a buscar o nitrogênio que se encontra disponível no solo, 

imobilizando a biomassa e, dependendo da condição, podem criar situações de 

deficiência nas plantas (SILVA et al., 1999). 
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Volatilização de amônia 

 

A perda do nitrogênio pela volatilização é um dos principais fatores que irão 

determinar a eficiência da adubação nitrogenada em sistemas agrícolas. O processo 

consiste na perda do nitrogênio na forma gasosa para a atmosfera (MARTA 

JÚNIOR, 2003). Esse processo é influenciado por diversos fatores como, pH do 

solo, temperatura, velocidade do vento, umidade do solo e do ar, teor de matéria 

orgânica, textura do solo, bem como e pela presença de microrganismos que 

sintetizam a enzima uréase (LARA CABEZAS et al., 1997; VILAS BOAS, 1999; 

CANTARELLA e DUARTE, 2004). 

A urease é uma enzima extracelular sintetizada por bactérias actinomicetos e 

fungos presentes no solo e em restos vegetais. Essa enzima é responsável pela 

hidrolise da uréia, que rapidamente se converte em carbonato de amônio, que se 

desdobra em gás (NH3), CO2 e água (TROEH e THOMPSON, 2007). 

 

 

Lixiviação de nitrato 

 

O ânion nitrato tem baixa interação química com os minerais do solo, fazendo 

com que o NO-
3 esteja sujeito à lixiviação para as camadas mais profundas do solo, 

podendo atingir águas superficiais ou lençóis freáticos (CANTARELLA, 2007). A 

caracterização da lixiviação do nitrato esta relacionada a fatores que ocorrem 

simultaneamente, que são a dinâmica da percolação das águas, mineralização da 

matéria orgânica do solo, a demanda do nitrogênio pela planta e a possibilidade de 

absorção do nitrogênio em relação à colonização do solo pelas raízes (PONS; 

CAPILLON; CHEVERRY, 2000). 

O processo de lixiviação do N no solo diminui a quantidade desse nutriente 

nas camadas de maior efetividade do sistema radicular das plantas, sendo a forma 

mais lixiviada o nitrato, seguido pelo amônio e nitrogênio oriundo da matéria 

orgânica presente no solo (GONÇALVES; CERETTA; BASSO, 2000). Os mesmos 

autores também descrevem que o nitrato é a forma mais lixiviada em função da 

repelência natural de cargas negativas que prevalecem na camada mais superficial 

do solo. 
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A lixiviação do nitrato, como já relatado, não é apenas um problema 

relacionado a fertilidade dos solos agrícolas ou a disponibilidade desse para as 

plantas. Sabe-se que, elevadas concentrações de nitrato na água utilizada para 

consumo podem causar doenças de distúrbios fisiológicos em crianças, conhecidos 

como metahemoglobinemia (bebê azul), doença relacionada ao mau funcionamento 

do transporte de oxigênio pelas hemácias, bem como, problemas de hipóxia em 

águas, o que pode resultar em ambientes desfavoráveis para a criação de peixes e 

crustáceos como já relatado no golfo do México (HOEFT, 2003). Problemas 

relacionados ao excesso de nitrato no ambiente fizeram com que governos como os 

dos Estados Unidos e da União Europeia regulamentassem, o controle de práticas 

agrícolas, limitando as dosagens de fertilizantes nitrogenados (CANTARELLA, 

2007).  

Nesse contexto, é de extrema importância a busca por tecnologias 

alternativas que venham reduzir a utilização da adubação nitrogenada no sistema 

agrícola atual. Assim, a fixação biológica de nitrogênio é um processo natural e já 

difundido para algumas culturas, que pode vir ser uma solução, ao menos parcial, 

para a redução da adubação em culturas como a do milho, que necessitam de altas 

demandas de fertilizantes nitrogenados para o seu desenvolvimento. 

 

 

Ciclo do nitrogênio 

 

O nitrogênio (N) é um dos nutrientes que mais limita o 

crescimento/desenvolvimento vegetal, ficando atrás apenas do carbono (C), do 

hidrogênio (H) e do oxigênio (O). Esse elemento apesar de ser encontrado em 

abundancia no planeta, pelo fato de ser constituinte de aproximadamente 78% do ar 

atmosférico, encontra-se na forma de dinitrogênio (N2), forma essa pouco reativa 

podendo ser utilizado apenas por um grupo seleto de microrganismos procariotos 

que possuem o complexo enzimático da nitrogenase, estando indisponível para 

absorção e assimilação pelas plantas (BHATIA; RUPPEL; NARULA, 2009). 

A obtenção do nitrogênio atmosférico requer a quebra da tripla ligação 

existente entre os dois átomos nitrogênio (N2) para reduzi-lo a amônia (NH3) ou a 

nitrato (NO-
3). As reações para esse processo são chamadas de fixação de 

nitrogênio e podem ser obtidas por processos industriais ou naturais (TAIZ e 



 
 

 
 

32 

ZEIGER, 2004). A obtenção do nitrogênio pelo processo industrial exige uma grande 

demanda de energia, em função de ser realizado sob altas temperaturas 

(aproximadamente 200°C) e alta pressão (cerca de 200 atmosferas). Sob essas 

condições, o N2 se combina com átomos de hidrogênio para a formação de amônia, 

sendo essa forma de fixação de nitrogênio, conhecida como Haber-Bosch (TAIZ e 

ZEIGER, 2004). Entretanto, como já comentado, o N2 pode ser fixado por processos 

naturais. Dentre estes, encontra-se a fixação realizada pela ação de relâmpagos, 

que irão converter o vapor de água atmosférico e oxigênio em radicais hidroxilas 

altamente reativas, formando átomos de hidrogênio e de oxigênio livre, que irão 

reagir com o N2, formando o ácido nítrico (HNO3) que em função das chuvas 

precipita para o solo terrestre (SCHLESINGER, 1997). 

Outro processo de redução do N2 atmosférico é realizado por reações 

fotoquímicas entre o óxido nítrico gasoso (NO) e o ozônio (O3), resultando na 

produção de HNO3. Porém, processos realizados por relâmpagos e reações 

fotoquímicas contribuem com apenas 10% do nitrogênio fixado naturalmente. A 

forma de maior significância em relação a redução do N2 é a realizada pela fixação 

biológica de nitrogênio (TAIZ e ZEIGER, 2004).  

Cerca de 90% de todo o nitrogênio fixado naturalmente no planeta é realizada 

pela ação de microrganismos presentes no solo pelo processo de fixação biológica 

de nitrogênio, processo realizado por bactérias e cianobactérias especializadas que 

possuem o complexo enzimático nitrogenase, reduzindo o N2 atmosférico para a 

forma de amônio (NH+
4) e, assim, podendo ser absorvido e assimilado pelas plantas. 

Após a fixação do N2 em nitrato ou amônio, o N entra em seu ciclo biogeoquímico, 

no qual pode passar por diferentes formas orgânicas e inorgânicas antes que volte á 

sua forma molecular.  

Assim, a fixação biológica de nitrogênio desempenha um importante papel no 

aporte de nitrogênio para as espécies vegetais nos diferentes ecossistemas naturais 

existentes, bem como, para os diferentes sistemas agrícolas (MOREIRA e 

SIQUEIRA, 2002).  

 

 

2.4 Fixação biológica de nitrogênio 
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A fixação biológica de nitrogênio (FBN) é considerada um dos processos mais 

importantes para a manutenção da vida na terra, bem como, o principal processo 

realizado por microrganismos relacionado à produção agrícola, em função da 

capacidade que esses possuem em converter o nitrogênio atmosférico em amônio 

por processos enzimáticos (DOBEREINER, 1997). Dessa maneira, estima-se que no 

mundo, a fixação biológica de nitrogênio em áreas cultivadas contribua com 

aproximadamente 32 t ano-1 (FILOSO et al., 2006). Assim, a incorporação pela FBN 

nos diferentes ecossistemas do planeta é bastante elevada, tendo influência direta 

na economia de energia fóssil, que é normalmente empregada na produção de 

fertilizantes nitrogenados (REIS et al., 2004).  

Os microrganismos diazotróficos responsáveis pela fixação do N2 podem ser 

de vida livre, associativos ou realizarem simbioses com plantas leguminosas (DIXON 

e KHAN, 2004). Esses autores também relatam que o processo de fixação biológica 

de nitrogênio é parte fundamental do ciclo biogeoquímico do N, uma vez que realiza 

a manutenção dos níveis de nitrogênio no solo. 

Todos os microrganismos que possuem a capacidade de fixar o N2 

atmosférico são procariotos, sendo essa habilidade atribuída aos super-reinos 

Archaea e Eubacteria (REIS et al., 2004). Já em relação às características 

fisiológicas, os microrganismos que fixam N2, podem ser aeróbicos (Azobacter), 

anaeróbios facultativos (Klesiella) ou anaeróbicos (Clostridium). Esses 

microrganismos diazotróficos são encontrados em uma grande variedade de locais, 

incluindo os de vida livre nos solos e na água, em associação simbiótica no intestino 

de insetos, em simbiose com espécies vegetais leguminosas e associados a 

gramíneas (DIXON e KHAN, 2004). 

Os microrganismos pertencentes a esses grupos possuem o complexo 

enzimático da nitrogênase, que atua na hidrólise da adenosina trifosfato (ATP) e na 

transferência de elétrons para o processo de redução do N2 atmosférico até NH3 

(REIS et al., 2004).  

 

 

2.4.1 Complexo nitrogenase 

 

A nitrogenase é um complexo enzimático que catalisa a redução biológica do 

N2 atmosférico a amônia usando ATP na ausência de oxigênio (DIXON e KAHN, 
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2004). Este complexo é composto por duas unidades proteínas distintas 

denominadas de acordo com a sua composição de metal. O componente menor, a 

dinitrogenase redutase, é uma enzima dimérica, chamada de ferro proteína, que 

funciona como um doador de elétrons dependente de ATP para o componente maior 

heterotetramero, chamado de proteína ferro-molibdênio (Fe-MO) que possui duas 

subunidades (α2β2) (HOWARD e REES, 1994; REES e HOWARD, 2000). A 

codificação das proteínas envolvidas na redução do N2 é realizada pelo gene nif 

(nitrogen fixation) (REES e HOWARD, 2000). Assim, a ferro proteína é codificada 

pelo gene nifH que irá captar a força redutora e a energia, bem como, contém o sítio 

ativo para a redução do N2 (EINSLE, 2002). Já a proteína Fe-MO, é codificada pelo 

gene nifDK que tem a função de coletar e reduzir o substrato (RAYMOND et al., 

2004). A Fe-Mo é caracterizada por possuir dois tipos de centro metálicos, o centro 

P [8Fe-7S] e o cofator Fe-MO [homocitrato MoFe7S9]. Já a Fe-proteína apresenta um 

centro metálico [4Fe-4S] que atua como um agente de ligação entre as subunidades 

do dímero (SEEFELDT et al., 2004; DIXON e KAHN, 2004). A hidrólise do ATP para 

a doação de elétrons realizada pela Fe-proteína é codificada pelo gene nifH. Assim, 

a nitrogenase redutase (Fe-proteina, nifH) libera elétrons para a dinitrogenase (Fe-

Mo) (ZEHR et al., 2003; SEEFELDT et al., 2004; DIXON e KAHN, 2004).  

Os avanços relacionados ao estudo da fixação biológica de nitrogênio, 

demostraram que o complexo enzimático da nitrogenase pode atuar com diferentes 

formações independentemente da presença do molibdênio (Mo). Nesse contexto, 

Bishop et al. (1980) e Robson et al. (1986) verificaram que existem sistemas 

diferenciados ou alternativos para a ação da nitrogenase, onde em condições de 

ausência, o Mo pode ser substituído por vanádio (V), gerando um complexo 

enzimático contendo este elemento como cofator. Ainda existe a possibilidade de na 

ausência do Mo e V uma nitrogenase alternativa ser sintetizada apenas na presença 

de Fe. Nesse sentido, alguns organismos como, por exemplo, Azobacter vinelandii e 

Rhodobacer capsulatus, possuem a capacidade de induzirem a síntese das 

nitrogenases alternativas contendo vanádio-ferro ou ferro-ferro (EADY, 1996; 

EINSLE, 2002; SEEFELDT et al., 2004; DIXON e KAHN, 2004). 

A estequiometria global da redução do N2 sob condições normais é a 

seguinte: 

N2+8e- + 8H+ + 16 ATP        2 NH3 +H2 +16 ADP + 16Pi 
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Assim, sob condições normais, a redução do substrato irá envolver três 

formas de transferência de elétrons, a redução da Fe-proteína por carreadores de 

elétrons chamados de ferrodoxina, a transferência de um elétron da Fe-proteína 

para a proteína Fe-Mo por um processo dependente de ATP, sendo necessário 2 

ATPs para cada elétron transferido, e ainda, a transferência de elétrons para o 

substrato ligado ao sítio ativo da proteína Fe-Mo e essa reduz o N2 a 2 NH3 e um H2 

(Figura 1).   

   

Figura 1. Reação catalisada pela nitrogenase.  

Fonte: Taiz e Zeiger (2004). 

Dentre os processos de FBN na natureza, pode se destacar a simbiose entre 

as bactérias do gênero Bradyrhizobium e as plantas de soja, isso em função da soja 

ser uma espécie agrícola de grande importância e altamente dependente do 

nitrogênio para o alcance de altas produtividades. Sendo que, em condições normais 

de cultivo, a FBN é capaz de suprir a demanda total de nitrogênio para essa 

leguminosa (HUNGRIA et al., 2006)  

Entretanto, devido aos avanços nas pesquisas relacionados à busca por 

microrganismos que possam ser utilizados como alternativa para a fixação biológica 

em gramíneas, essa vem se tornando uma realidade crescente diante do cenário 

agrícola, demostrando ótimo potencial da fixação biológica de nitrogênio para 

culturas como a do milho.  
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2.5 Fixação biológica de nitrogênio em gramíneas  

 

A FBN em gramíneas é considerada não-simbiôntica ou apenas associativa. 

Nesse sistema, não há a formação de nódulos e os microrganismos colonizam 

desde a superfície do sistema radicular das plantas até o interior dos tecidos, sendo, 

neste caso, chamadas de bactérias endofítas ou endofíticas (DÖBEREINER, 1992). 

Na literatura são encontradas diferentes definições para o termo endofíticas. 

Dessa maneira, Kloepper e Beauchamp (1992), definiram como endofíticos, 

microrganismos (bactérias e fungos) que colonizam o interior das raízes e promovem 

efeitos benefícios para as plantas.  Döbereiner (1992), descreveu como endofíticas, 

as bactérias diazotróficas, levando em consideração a habilidade de algumas 

bactérias dos gêneros Herbaspirillum e Gluconacetobacter em colonizarem o interior 

dos tecidos vegetais sem causar danos. 

Os microrganismos endofíticos são atraídos do solo para as raízes das 

plantas em função da liberação de exsudatos orgânicos (quimiotaxia) e assim, 

penetram os tecidos do sistema radicular, podendo alcançar os diferentes órgãos, 

como folhas, caules e flores. Sendo a penetração nos tecidos é realizada por meio 

de excreção de enzimas hidrolíticas como as celulases e pectinases ou por 

aberturas naturais existentes na planta (QUADT-HALLMANN et al., 1997). 

Posteriormente, as mesmas disponibilizam N2 atmosférico em formas assimiláveis 

as plantas, bem como, estimulam crescimento/desenvolvimento vegetal pela síntese 

de substâncias promotoras do crescimento (OKON e LABANDERA-GONZALES, 

1994). 

É crescente o interesse na fixação biológica em plantas não leguminosas, 

principalmente em gramíneas (BODDEY et al., 1995; KENNEDY et al., 1997; 

JAMES, 2000). Sendo que, o Brasil possui longa tradição em trabalhos voltados a 

FBN em gramíneas devido aos trabalhos pioneiros realizados a partir da década de 

1970 pela Doutora Joana Döbereiner e seus colaboradores (DÖBEREINER e DAY, 

1976; DËBEREINER et al., 1976). Nas ultimas décadas, houve um aumento 

significativo do número de trabalhos que evidenciam a contribuição da fixação 

biológica de nitrogênio em gramíneas de interesse econômico. Entre elas destacam-

se a cana-de-açúcar, o arroz, as gramíneas forrageiras e o milho (SHRESTHA e 

LADHA, 1996; GARCIA de SALOMONE et al., 1996; MALIK et al., 1997; JAMES, 

2000; URQUIAGA et al., 2012). Segundo Roesch et al. (2006), a cultura do milho 
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apresenta alto potencial para se explorado em termos de inoculação, isso devido ao 

fato de ser colonizado simultaneamente por vasta diversidade de bactérias 

diazotróficas. 

Nesse sentido, são encontrados na literatura diversos trabalhos com a 

inoculação de bactérias associativas em diferentes espécies de gramíneas, 

demonstrando incrementos na massa seca das plantas, no acúmulo de nutrientes, 

bem como, na produtividade (SALOMONE e DÖBEREINER, 1996; OKON e 

VANDERLEYDEN, 1997; CAVALLET et al., 1998; CAVALLET et al., 2000; 

DOBBELAERE et al., 2002; CAVALCANTI ALVES, 2007; ZILLI et al., 2008; 

HUNGRIA et al., 2010; HUNGRIA, 2011). 

Entretanto, a grande maioria dos pesquisadores atribui os resultados positivos 

obtidos com a inoculação de bactérias associativas não somente a fixação biológica 

do N2, mas principalmente aos efeitos desses microrganismos na promoção do 

crescimento vegetal em função da síntese de fithormonios como giberelinas, auxinas 

e citicininas (BERGAMASCHI, 2006; MENDONÇA et al., 2006). 

 

 

2.6 Microrganismos promotores do crescimento vegetal 

 

Um dos fatores mais relevantes se tratando de bactérias diazotróficas 

endofíticas esta relacionado à promoção do crescimento vegetal. Esses 

microrganismos podem contribuir tanto para a sanidade vegetal, quanto, para o 

crescimento e desenvolvimento das plantas em que se encontram associados 

(GLICK, 1995; KINKEL et al., 2000; STURZ et al., 2000; KUKLINSKY-SOBRAL, 

2003).  

Dessa maneira, Okon e Labandera-Gonzales (1994) verificaram que 60 a 70 

% dos experimentos de campo com a associação de bactérias diazotróficas 

endofíticas, realizados nos últimos 20 anos, foram bem sucedidos, alcançando 

aumentos entre 5 e 30% no rendimento das plantas. Os aumentos nos rendimentos 

não são explicados somente na fixação do N2 devido ao fato dessa contribuição ser 

considerada baixa, mas também, pela ação de substâncias promotoras de 

crescimento vegetal sintetizadas por estes microorganismos (BASHAN e HOLGUIN, 

1997). 
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Na literatura são encontrados vários relatos relacionados a existência de 

mecanismos diretos de promoção do crescimento vegetal promovidos pelas 

bactérias diazotróficas, além da fixação de nitrogênio. Dentre esses mecanismos, 

destacam-se a produção de hormônios vegetais como ácido indol 3-acético (AIA), 

ácido giberélico (GA3), zeatina (Z) e ácido abscísico (ABA) (BASHAN et al., 2004)., 

bem como, algumas substâncias reguladoras como poliaminas (THULER et al., 

2003), particularmente a cadaverina (DAC), a qual pode ser correlacionada com a 

promoção do crescimento das raízes. Sendo que estes mecanismos, atuando 

simultaneamente ou em sistema sucessivo, promovem o crescimento das plantas 

(BASHAN e LEVANONY, 1990; PERRIG et al., 2007). Além disso, esses 

microrganismos atuam na regulação da 1-aminoclclopropano-1-carboxilato (ACC) 

que é a enzima precursora da síntese de etileno nas plantas. Assim, a bactéria 

controla a síntese de etileno, reduzindo os níveis desse hormônio, o que inibe a 

elongação das raízes, aumentando, dessa forma, a formação de pêlos radiculares, 

causando assim, modificações na morfologia do sistema radicular da planta 

(ARSHAD e FRANKENBERGER, 1998; KHALID et al., 2004; GLICK, 2005; 

PEDROSA et al., 2011). 

Nesse contexto, existem diversas espécies de bactérias diazotróficas com 

características para promover o crescimento vegetal, porém, dentre elas, a espécie 

Azospirillum brasilense vem demonstrando ótimos resultados a campo, com alto 

potencial para a produção de inoculantes comerciais, em fução da sua capacidade 

de auxiliar o crescimento e desenvolvimento das diferetes culturas existentes no 

planeta (BASHAN et al., 2004). 

 

 

2.7 Espécie Azospirillum brasilense 

 

A bactéria A. brasilense é um diazotrofo encontrado em associação com 

importantes espécies vegetais agrícolas, sendo considerada um microrganismo 

endofítico facultativo, pois, além de colonizar o hospedeiro, pode sobreviver no solo 

na forma de cisto e, ou, utilizar a poli-β-hidroxibutirato como fonte de carbono 

(BALDANI et al., 1997).  Esta bactéria constitui um dos grupos mais estudados e 

com numerosos trabalhos sobre sua ecologia, fisiologia e genética (BALDANI et al., 

1997; BASHAN e HOLGUIN, 1997; STEENHOUDT e VANDERLEYDEN, 2000). A. 
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brasilense possui a capacidade de reduzir o N2 atmosférico em amônio pelo 

complexo enzimático da nitrogenase, formado por duas proteínas, a dinitrogenase 

redutase e a dinitrogenase, codificadas pelos genes nifHDK (DIXON e KAHN, 2004).  

A espécie, A. brasilense, possui alta motilidade, que, aliada à quimiotaxia 

positiva para determinados ácidos orgânicos, açucares e aminoácidos, confere a 

mesma, uma vantagem importante sobre os demais microrganismos existentes na 

rizosfera das plantas (BARAK et al., 1983; REINHOLD et al., 1985; ZHULIN et al., 

1988).  

O metabolismo do carbono e do nitrogênio demonstrado pela espécie é muito 

dinâmico e variado. As fontes de carbono preferidas são os ácidos orgânicos como o 

malato, piruvato, succinato, frutose e glicose (DÖBEREINER, 1992). Em relação às 

fontes de nitrogênio além do N2 atmosférico, essas podem utilizar amônia, nitrito, 

nitrato e aminoácidos. 

A inoculação das plantas com A. brasilense pode resultar em alterações 

significativas em vários parâmetros relacionados ao crescimento/desenvolvimento 

das plantas. A grande maioria dos estudos sobre a associação de A. brasilense com 

plantas foram realizados em diferentes espécies de gramíneas e em menor 

quantidade com outras espécies (PATRIQUIN et al., 1983; BASHAN et al., 1989; 

DEL GALLO e FABBRI, 1990; FAVILLI et al., 1993). 

Resultados de alguns estudos com a inoculação de A. brasilense em 

diferentes espécies de cereais, demostraram efeito positivo nos mais variados 

caracteres das plantas, como, por exemplo, o aumento do número de grãos, maior 

massa de matéria seca, maior área foliar, aumento do sistema radicular, aumento no 

número de espigas, maior porcentagem de germinação de sementes, bem como, 

incrementos produtivos (BALDANI e DÖBEREINER, 1980; ALBRECHT et al., 1981; 

BHATTARAI e HESS, 1993; DOBBELAERE et al., 2002; ZILLI et al., 2008; 

HUNGRIA et al., 2010; HUNGRIA, 2011). Assim, esta bactéria foi recentemente 

recomendada como inculante para a promoção do crescimento para as culturas do 

milho e trigo no Brasil. 

Nesse contexto, tornam-se indispensável à realização de mais trabalhos 

relacionados a fixação biológica do nitrogênio e a promoção do crescimento vegetal 

com os microrganismos já descobertos, bem como, a busca por novas alternativas 

que venham a reduzir o uso da fertilização nitrogenada em culturas de alta demanda 
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como a do milho, reduzindo assim, custos de implantação e a contaminação do solo 

e da água, sendo estes objetivos a serem alcançados no sistema agrícola atual. 
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CAPÍTULO 1 – INOCULAÇÃO ISOLADA E ASSOCIADA DAS ESTIRPES Ab-V5, 

Ab-V6 e Ab-V7 DE Azospirillum brasilense NA CULTURA DO MILHO 

 

 

RESUMO: O objetivo do presente trabalho foi avaliar a inoculação, individual ou 

associada, das estirpes Ab-V5, Ab-V6 e Ab-V7 de A. brasilense, na cultura do milho, 

em duas áreas agrícolas localizadas no extremo Oeste do Estado do Paraná. O 

delineamento experimental utilizado foi de blocos ao acaso, com quatro blocos e dez 

tratamentos. Os tratamentos foram formados pelas doses de 0, 60 e 120 Kg ha-1 de 

nitrogênio, sem inoculação das sementes e a dose de 60 Kg ha-1 de nitrogênio + 

inoculação individual e associada das estirpes Ab-V5, Ab-V6 e Ab-V7. Foram 

realizadas avaliações biométricas durante o estádio de oito folhas definitivas (V8), 

bem como, avaliações dos componentes de produção e da produtividade no final do 

ciclo da cultura. Também foram avaliados os teores de N, P e K das folhas no início 

da floração feminina, bem como, os teores desses nutrientes presentes nos grãos. 

Os resultados da análise conjunta dos experimentos indicaram que todos os 

tratamentos com a inoculação das sementes resultaram em ganhos significativos 

para a cultura durante o estágio vegetativo. Os tratamentos com a inoculação da 

estirpe Ab-V7, e a associação entre as estirpes Ab-V5 + Ab-V6, Ab-V6 + Ab-V7 e 

Ab-V5 + Ab-V6 + Ab-V7 foram favoráveis, resultando em ganhos significativos 

quanto aos componentes da produção e produtividade do milho.  

 

PALAVRAS-CHAVE: Fixação biológica de nitrogênio; Zea mays L.; Promoção do 

crescimento vegetal; Fitormônios.   
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INDIVIDUAL INOCULATION AND STRAIN ASSOCIATED Ab-V5, Ab-Ab-V6 and 

V7 Azospirillum brasilense OF THE CORN 

 

ABSTRACT: The aim of this work was to evaluate the inoculation, individual or 

associated strains Ab-V5, Ab-Ab-V6 and V7 A. brasilense, in corn, in two agricultural 

areas located in the extreme west of the state of Paraná. The experimental design 

was randomized block design with four blocks and ten treatments. The treatments 

were formed by the doses of 0, 60 and 120 kg ha-1 of the nitrogen without seed 

inoculation and the dose of 60 kg ha-1 of the nitrogen + individual inoculation and 

associated strains Ab-V5, Ab-V6 and Ab-V7. Biometric evaluations were performed 

during the final eight leaf stage (V8), as well assessments of components of output 

and productivity at the end of the crop cycle. We also evaluated the levels of N, P 

and K of the leaves at the beginning of female flowering, as well the levels of these 

nutrients in grains. The results of the analysis of the experiments indicated that all 

treatments with seed inoculation resulted in significant gains for the crop during the 

vegetative stage. The treatments with the inoculation strain Ab-V7, and the 

association between strains Ab-V5 + Ab-V6 + Ab-V6 + Ab-V7, Ab-V6 and  Ab-V5+ 

Ab-V6 + Ab-V7 were favorable, resulting in significant gains as the components of 

the production and productivity of maize. 

 

KEY-WORDS: Biological nitrogen fixation; Zea mays L.; Promotion of plant growth, 

plant hormones. 
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2 INTRODUÇÃO 

 

O milho é um dos principais cereais cultivados, em função de seu alto 

potencial produtivo, bem como, por suas ótimas características químicas e 

nutricionais (DOURADO NETO e FANCELLI, 2004). No Brasil, a estimativa da área 

cultivada com este cereal somando a primeira e a segunda safra em 2012/2013 

totalizará aproximadamente 15,8 milhões de hectares, sendo que a produção 

esperada venha ultrapassar 78 milhões de toneladas (CONAB, 2012). 

A cultura do milho, pelo grande potencial produtivo é muito exigente quanto 

aos fatores edafoclimáticos para expressar seu potencial. Vale ressaltar que, depois 

da água, um dos principais fatores limitantes para o alto rendimento da cultura do 

milho é o nitrogênio (FERNANDES, 2006). Este nutriente está diretamente 

relacionado ao crescimento/desenvolvimento da cultura, influenciando 

significativamente a área foliar, biomassa e produtividade das plantas, assim como, 

é constituinte de moléculas orgânicas importantes como, aminoácidos, proteínas, 

enzimas, ácidos nucléicos e clorofila (BULL e CANTARELLA, 1993; UHART e 

ANDRADE, 1995; ESCOSTEGUY et al., 1997). Entretanto, além do fato de 65% do 

nitrogênio aplicado ser perdido no sistema solo-planta, o uso excessivo da 

fertilização nitrogenada pode contribuir para a contaminação do solo e de recursos 

d‟água com o nitrato (ANGUS; 1995; BUMB, 1995). 

No modelo agrícola atual, é crescente a busca por alternativas que venham 

substituir parcialmente o uso da fertilização nitrogenada em culturas como a do 

milho. Nesse sentido, o interesse na fixação biológica de nitrogênio em plantas não 

leguminosas, principalmente em gramíneas, vem sendo objeto de pesquisa há 

alguns anos (BODDEY et al., 1995; KENNEDY et al., 1997; JAMES, 2000). 

Os biofertilizantes utilizando microrganismos fixadores de nitrogênio podem 

influenciar o crescimento das plantas aumentando a produtividade através da 

combinação entre a fixação biológica de nitrogênio e a promoção do crescimento 

vegetal através da síntese de substâncias hormonais pelos microrganismos. Vários 

pesquisadores descrevem os benefícios da utilização de microrganismos promotores 

do crescimento em diferentes espécies de gramíneas como: cana-de-açúcar, arroz, 

forrageiras e milho (SHRESTHA e LADHA, 1996; GARCIA de SALOMONE et al., 

1996; MALIK et al., 1997; JAMES, 2000; URQUIAGA et al., 2012). 
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Existem diversas espécies de bactérias diazotróficas com características para 

promover o crescimento vegetal. Dentre elas o Azospirillum brasilense vem 

demonstrando resultados promissores a campo (REYNDERS e VLASSAK, 1982; 

SALOMONE e DÖBEREINER, 1996; CAVALLET et al., 2000; ZEHNDER et al., 

2001; HUNGRIA et al., 2010; GARCIA de SALOMONE et al., 2010), possuindo 

grande potencial para a produção de inoculantes comerciais, em função da sua 

capacidade de auxiliar o crescimento e desenvolvimento das diferentes culturas 

gramíneas (BASHAN et al., 2004). 

A bactéria A. brasilense é um diazotrofo encontrado em associação com 

importantes espécies vegetais, sendo considerado um microrganismo endofítico 

facultativo (BALDANI et al., 1997). Constitui um dos grupos mais estudados 

atualmente e com numerosos trabalhos sobre sua ecologia, fisiologia e genética 

(BALDANI et al., 1997; STEENHOUDT e VANDERLEYDEN, 2000). A. brasilense 

possui a capacidade de reduzir o N2 atmosférico em amônio pelo complexo 

enzimático da nitrogenase, bem como, em sintetizar hormônios como auxinas, 

citocininas, giberelinas, causando assim, modificações benéficas na morfologia do 

sistema radicular das plantas, culminando, em melhores condições para o seu 

desenvolvimento (ARSHAD e FRANKENBERGER, 1998; KHALID et al., 2004; 

DIXON e KAHN, 2004; GLICK, 2005; PEDROSA et al., 2011). 

Várias estirpes de A. brasilense já foram isoladas e classificadas. Os 

resultados obtidos são variáveis em função da inoculação de estirpes isoladas ou 

associação de mais de uma estirpe. Trabalhos com associação de mais de duas 

estirpes como é o caso do presente estudo são escassos e merecem atenção, pois 

podem trazer benefícios em função das interações planta-bactéria existentes que 

ainda são pouco compreendidas. Neste contexto, o presente trabalho objetivou 

avaliar a inoculação, individual ou associada, das estirpes Ab-V5, Ab-V6 e Ab-V7 de 

A. brasilense, na cultura do milho, em duas áreas agrícolas localizadas no extremo 

Oeste do Estado do Paraná. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1  Localização e caracterização das áreas experimentais 

 

Os experimentos foram conduzidos em duas estações experimentais 

pertencentes à Universidade Estadual do Oeste do Paraná – UNIOESTE, 

localizadas nos municípios de Marechal Cândido Rondon e Pato Bragado no Estado 

do Paraná.  As coordenadas geográficas das duas estações experimentais são: 

longitude de 54°22‟ W, latitude 24°46‟ S com altitude média de 420 metros e 

longitude de 54°13‟ W, latitude 24°37‟ S e altitude média de 288 metros, 

respectivamente. 

O solo da estação experimental localizada no município de Marechal Cândido 

Rondon é classificado com Latossolo Vermelho Distroférrico de textura argilosa. Já o 

solo da estação experimental localizada no município de Pato Bragado é classificado 

como Latossolo Vermelho distrófico de textura argilosa (EMBRAPA, 2006). Ambas 

as áreas de condução dos trabalhos são manejadas há pelo menos mais de dez 

anos sob sistema plantio direto e em sucessão milho-soja. 

Antes da instalação dos experimentos foram coletadas amostras de solo na 

profundidade 0-20 cm para caracterização química, que foi realizada pelo 

Laboratório de Química da UNIOESTE, campus de Marechal Cândido Rondon, PR. 

Os resultados de ambas as análises são apresentados nas Tabelas 1 e 2. 

Tabela 1. Caracterização química da camada de 0-20 cm do solo da área 
experimental. UNIOESTE, Marechal Cândido Rondon, PR, 2011/2012. 
 

Ca Mg K Al3+ H+Al SB CTC MO V P pH 
CaCl2 

---------------------cmolc dm-3---------------------------- g dm-3 % mg dm-3 

2,92 1,52 0,20 0,27 7,19 4,64 11,84 34,18 48,5 18,34 5,30 

 

Tabela 2. Caracterização química da camada de 0-20 cm do solo da área 
experimental. UNIOESTE, Pato Bragado, PR, 2011/2012. 
 

Ca Mg K Al3+ H+Al SB CTC MO V P pH 
CaCl2 

---------------------cmolc dm-3--------------------------- g dm-3 % mg dm-3 

4,32 1,07 0,60 0,55 5,38 5,99 11,37 16,4 52,68 7,56 4,76 
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A precipitação pluviométrica e as temperaturas médias mensais incidentes 

durante a condução dos experimentos são apresentadas nas Figuras 1 e 2. 

 

Figura 1. Precipitação pluviométrica acumulada e temperatura máxima, média e 
mínima mensal no período de outubro de 2011 a março de 2012. Estação 
experimental “Prof. Dr. Antônio Carlos Pessoa”. UNIOESTE, Marechal Cândido 
Rondon, PR. 

 

Figura 2. Precipitação pluviométrica acumulada e temperatura máxima, média e 
mínima mensal no período de outubro de 2011 a março de 2012. Estação 
experimental da UNIOESTE, Pato Bragado, PR.  
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3.2 Delineamento experimental 

 

O delineamento experimental utilizado foi de blocos ao acaso, com quatro 

blocos e dez tratamentos, totalizando 40 parcelas experimentais em cada local. A 

descrição dos tratamentos encontra-se na Tabela 3. 

Tabela 3. Descrição dos tratamentos utilizados nos experimentos 

Tratamentos Descrição dos tratamentos 

0 N Controle sem aplicação de nitrogênio e sem inoculação 

60 N Dose de 60 Kg ha-1 de nitrogênio sem inoculação 

120 N Dose de 120 Kg ha-1 de nitrogênio sem inoculação 

Ab-V5 
Dose de 60 Kg ha-1 de nitrogênio e inoculação das sementes 
com Azospirillum brasilense, estirpe Ab-V5 

Ab-V6 
Dose de 60 Kg ha-1 de nitrogênio e inoculação das sementes 
com A. brasilense, estirpe Ab-V6 

Ab-V7 
Dose de 60 Kg ha-1 de nitrogênio e inoculação das sementes 
com A. brasilense, estirpe Ab-V7 

Ab-V5+Ab-V6 
Dose de 60 Kg ha-1 de nitrogênio e inoculação das sementes 
com A. brasilense, estirpes Ab-V5 + Ab-V6 

Ab-V5+Ab-V7 
Dose de 60 Kg ha-1 de nitrogênio e inoculação das sementes 
com A. brasilense, estirpes Ab-V5 + Ab-V7 

Ab-V6+Ab-V7 
Dose de 60 Kg ha-1 de nitrogênio e inoculação das sementes 
com A. brasilense, estirpes Ab-V6 + Ab-V7 

Ab-V5+Ab-V6+Ab-V7 
Dose de 60 Kg ha-1 de nitrogênio e inoculação das sementes 
com A. brasilense, estirpes Ab-V5 + Ab-V6 + Ab-V7 

 

 

3.3 Instalação e condução dos experimentos 

 

 

3.3.1 Correção da fertilidade do solo  

 

A preparação de ambas as áreas experimentais foi iniciada 60 dias antes da 

semeadura, sendo realizada a calagem para elevar a saturação por bases a 70%. 

Necessidade esta, baseada no resultado da análise química do solo, sendo aplicado 

2,5 e 2,04 t ha-1 de calcário (100%) nas áreas experimentais de Marechal Cândido 

Rondon, PR e Pato Bragado, PR, respectivamente, conforme Pavan et al. (1992). 
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Conforme os resultados da análise química do solo e necessidades da cultura 

foram realizados a adubação de correção fosfatada e potássica com o auxílio de 

semeadora adubadora. No momento do sulcamento da área experimental aplicou-se 

a adubação de base com 50 kg ha-1 de P2O5 e 40 kg ha-1 de K2O, em ambos os 

locais de realização dos experimentos, conforme Pavan et al. (1992). 

A adubação nitrogenada foi dividida em três aplicações conforme a 

necessidade dos tratamentos utilizados, sendo aplicados 40% na semeadura e o 

restante aplicado em cobertura, em partes iguais, nos estádios V4 e V6, sendo 

utilizado como fonte a uréia. 

 

 

3.3.2 Inoculação das sementes 

 

Os inoculantes foram desenvolvidos pela equipe do Instituto Nacional de 

Ciência e Tecnologia de Fixação Biológica de Nitrogênio em Gramíneas, com sede 

no Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular da Universidade Federal do 

Paraná, Curitiba, PR. Os inoculantes contendo as estirpes Ab-V5, Ab-V6 e Ab-V7 

foram preparados separadamente, a partir de uma solução pura na concentração de 

1x109 unidades formadoras de colônia (UFC) mL-1. A inoculação com as diferentes 

estirpes de A. brasilense, tanto individualmente, quanto, em associação foi realizada 

duas horas antes da semeadura. Para a inoculação individual das estirpes, foram 

utilizados 6 mL de inoculante para 1000 sementes de milho. Na inoculação 

combinada entre duas estirpes foi utilizada a metade desta proporção (3 mL da 

solução de cada estirpe) e, quando da inoculação com as três estirpes, utilizou-se 2 

mL de cada solução.  

 

 

3.3.3 Semeadura 

 

A semeadura (plantio direto) foi realizada nos dias 10 e 14 de outubro de 

2012, nos campos experimentais de Marechal Cândido Rondon, PR e Pato Bragado, 

PR, respectivamente. A mesma foi realizada com o auxílio de semeadora manual, 

distribuindo-se cinco sementes por metro no sulco de semeadura. Cada parcela 

experimental foi constituída de seis linhas de 0,70 m de espaçamento com 5 m de 
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comprimento e 3,5 m de largura, totalizando 17,5 m2. 

O material vegetal utilizado foram sementes do milho 30F53 (Pionner®), cujas 

principais características são: híbrido simples, ciclo precoce, elevada resposta ao 

aumento da adubação, redução do espaçamento e aumento da população de 

plantas. Na região sul é recomendado para o período normal de plantio. 

Antes da semeadura e da inoculação, as sementes foram tratadas com 

fungicida (trichloromethylthio; cyclohex-4enedicarboximide) na dose de 0,2 kg por 

100 kg de sementes, bem como, com inseticida (Imidacloprido; Tiodicarbe) na dose 

de 0,2 L por 100 kg de sementes. 

 

3.3.4 Controle de pragas, doenças e plantas daninhas 

 

Para o controle de pragas, foram realizadas duas aplicações de inseticidas. A 

primeira aplicação foi realizada com pulverizador costal, quando as plantas se 

encontravam no estádio V1, utilizando-se dois inseticidas, lufenuron, na dose de 2 

mL L-1 e lambdacyhalothrin, na dose de 2 mL L-1. No momento em que as plantas se 

encontravam no estádio V3, foi realizada a segunda aplicação com os mesmo 

inseticidas, na mesma dosagem sendo estas realizadas com pulverizador 

tratorizado. Não foi necessário controle de doenças. 

Antes da instalação do experimento a área passou por dessecação e após a 

semeadura as plantas daninhas foram controladas por meio de controle mecânico 

através de capina manual. 

 

 

 

3.4 Variáveis avaliadas 

 

3.4.1 Variáveis biométricas 

 

No momento em que as plantas se encontravam no estádio vegetativo com 

oito folhas totalmente expandidas (V8), foram realizadas as avaliações biométricas, 

sendo retiradas três plantas de forma aleatória dentro da área útil de cada parcela. A 

partir destas plantas foram realizadas as seguintes avaliações: 
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3.4.1.1 Diâmetro basal do colmo 

  

Antes da coleta foi realizado em cada planta a medida do diâmetro basal do 

colmo a 5 cm da superfície do solo, com auxílio de um paquímetro digital. 

 

 

3.4.1.2 Área foliar 

 

A área foliar foi determinada utilizando-se o método proposto por Benincasa 

(2003), com a retirada de amostras foliares de 15 cm2 em dez folhas escolhidas 

aleatoriamente, sendo estas consideradas como área foliar da amostra (AF 

amostra). Posteriormente o material vegetal (amostras de folhas e folhas restantes) 

foi seco em estufa de circulação forçada de ar a 65°C ± 2 °C, obtendo-se assim a 

massa seca da amostra (MS amostra) e a massa seca das folhas (MSF). Dessa 

forma, obteve-se a área foliar total das três plantas através da seguinte formula: [(AF 

amostra x MSF)/MS amostra]. Os resultados foram expressos em dm2 por planta. 

 

 

3.4.1.3 Massa seca da parte aérea 

 

 As plantas foram acondicionadas em sacos de papel kraft, devidamente 

identificados e posteriormente levadas para a secagem em estufa de circulação 

forçada de ar a 65°C ± 2 °C por 120 h, em seguida essas foram retiradas dos sacos, 

pesadas em balança de precisão e os resultados foram expressos em g  por planta. 

 

 

3.4.2  Análise dos teores de nutrientes em tecidos foliares 

 

A coleta de tecido foliar para a análise dos teores de N, P e K, foi realizada no 

período do florescimento feminino (estádio R1), caracterizado pelo aparecimento dos 

estilos-estigmas na parte externa da espiga. Foi coletada  a folha localizada abaixo e 

oposta à inserção da espiga principal de cada planta, num total de 10 folhas por 

unidade experimental, seguindo a metodologia proposta por Malavolta et al. (1997).  
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Posteriormente, as folhas foram lavadas em água destilada, acondicionadas 

em sacos de papel Kraft devidamente identificados e secas em estufa de circulação 

forçada de ar a 65°C ± 2 °C por 72h. Após este procedimento as folhas foram 

moídas, retirando-se uma amostra 0,2 g de cada repetição, que posteriormente 

foram submetidas à digestão sulfúrica. Em seguida determinou-se o teor de 

nitrogênio do tecido foliar pelo método de destilação por arraste de vapores de 

acordo com a metodologia proposta por Tedesco et al. (1995). 

Para a determinação dos teores de fósforo e potássio, retirou-se outra 

amostra de 0,2 g do tecido foliar moído e seco, sendo estas submetidas à digestão 

em ácido nítrico seguindo a metodologia proposta por Miyazawa et al. (2009). 

Utilizou-se 4 mL de HNO3 e 4 mL de H2O2, sendo o teor de P determinado por 

espectrofotometria UV-VIS de acordo com Braga e Defelipo (1974); O teor de K foi 

determinado por fotometria de chama. 

 

 

3.4.3 Componentes da produção e produtividade 

 

A colheita dos experimentos foi realizada nos dias 10 e 14 de fevereiro de 

2012, nos campos experimentais de Pato Bragado, PR e Marechal Cândido Rondon, 

PR, respectivamente. Para este procedimento foram coletadas as espigas existentes 

em três metros nas três linhas centrais de cada parcela experimental.  

Para a determinação dos componentes da produção foram amostradas 10 

espigas de cada parcela experimental de forma aleatória, determinando-se os 

seguintes componentes: comprimento da espiga (cm), diâmetro da espiga (mm), 

número de fileiras de grãos por espiga, número de grãos por fileira e massa de mil 

grãos, sendo essa última determinada segundo Brasil (2009). 

A produtividade foi determinada a partir da trilhagem dos grãos de todas as 

espigas coletadas na área útil de cada parcela experimental, sendo os resultados 

expressos em Kg ha-1 após a correção da umidade dos grãos para 13% (base 

úmida). 

 

 

3.4.4 Análise dos teores de N, P e K dos grãos 
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Após a determinação da produtividade, foram retiradas amostras dos grãos, 

que foram moídas em moinho de facas (TE 450) com peneira de 2 mm para a 

determinação dos teores de N, P e K, conforme metodologia descrita anteriormente. 

 

3.5 Análise estatística 

 

Após tabulados, os dados foram submetidos à análise de variância pelo 

programa SISVAR (FERREIRA, 2008). Seguindo determinação de Pimentel Gomes 

(2000) em função do teste de variâncias dos resíduos realizou-se a análise conjunta 

dos experimentos. As médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de 

probabilidade. 
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4 RESULTADOS 

 

Por meio da análise de variância conjunta foi detectado efeito significativo 

para todas as fontes de variação utilizadas. Entretanto, em relação ao efeito dos 

tratamentos (T) utilizados, observou-se diferença significativa para as variáveis 

biométricas e para os componentes da produção, bem como, para a produtividade 

obtida em ambos os locais (Anexo I), não havendo diferença significativa entre os 

tratamentos em relação aos teores de P e K das folhas e dos grãos de milho (Anexo 

II). 

 

 

4.1 Efeito da inoculação no crescimento e desenvolvimento vegetativo do 

milho 

 

Os resultados obtidos com a utilização dos tratamentos no presente trabalho 

sobre as plantas de milho no estádio vegetativo de oito folhas (V8) encontram-se na 

Tabela 4. Observou-se que a inoculação, isolada da estirpe Ab-V7 ou associação 

entre Ab-V5 + Ab-V7 e Ab-V6 + Ab-V7, proporcionou incremento significativo no 

diâmetro do colmo em relação aos demais tratamentos utilizados no experimento 

realizado em Marechal Cândido Rondon (L1). Nesse mesmo local também foram 

verificados incrementos significativos para a massa seca da parte aérea das plantas 

de milho em função da inoculação das sementes, porém, nesse caso todos os 

tratamentos com A. brasilense, exceto a estirpe Ab-V5 inoculada individualmente, 

foram superiores as doses de 0 e 60 Kg ha-1 de nitrogênio, bem como, igualaram-se 

a maior dose utilizada (120 Kg ha-1) (Tabela 4).  

 No experimento realizado em Pato Bragado, os resultados demonstraram a 

mesma tendência para as variáveis de diâmetro do colmo e massa seca da parte 

aérea, onde as estirpes Ab-V5 e Ab-V7 inoculadas individualmente ou em 

associação, bem como, a associação entre as estirpes Ab-V6 + Ab-V7 ou a 

inoculação tripla de Ab-V5 + Ab-V6 + Ab-V7 resultaram em valores superiores aos 

demais tratamentos utilizados, exceto apenas quando comparados a dose de 120 Kg 

ha-1 para a variável de diâmetro do colmo das plantas de milho (Tabela 4). 

Na avaliação da eficiência apenas entre as estirpes utilizadas, podem ser 

destacados os resultados referentes à inoculação isolada da estirpe Ab-V7, bem 
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como, a associação entre Ab-V5 + Ab-V7 para a variável de diâmetro do colmo em 

ambos locais de realização do estudo (Tabela 4). Para a variável de massa seca da 

parte aérea, destacaram-se os resultados dos tratamentos que utilizaram a estirpe 

Ab-V7 isoladamente, bem como, a associação entre Ab-V5 + Ab-V7, Ab-V6 + Ab-V7 

e a inoculação com as três estirpes associadas Ab-V5 + Ab-V6 + Ab-V7. Ainda 

analisando-se a Tabela 4, quando se observam os resultados relativos à área foliar 

das plantas, não foi verificada interação significativa entre os fatores. Assim, são 

apresentadas apenas as médias gerais dos tratamentos e dos locais de condução 

dos experimentos. Nesse caso, as médias de todos os tratamentos com A. 

brasilense foram superiores aos demais tratamentos, exceto quando comparados a 

dose de 120 Kg ha-1 de nitrogênio. Além disso, a média geral da área foliar das 

plantas de milho do experimento realizado em Pato Bragado foi superior a obtida em 

Marechal Cândido Rondon (Tabela 4). 
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Tabela 4. Médias do diâmetro basal do colmo, massa seca da parte aérea, área foliar das plantas de milho do híbrido 30F53, em 

função da inoculação das sementes com diferentes estirpes da bactéria diazotrófica Azospirillum brasilense e adubação 

nitrogenada, nos municípios de Marechal Cândido Rondon, PR (L1) e Pato Bragado, PR (L2), UNIOESTE, 2011/2012. 

 Diâmetro basal do colmo (cm) Massa seca da p. aérea (g por planta) Área foliar (dm2) 

Tratamentos Local 
Média 

Local 
Média 

Local 
Média 

L1 L2 L1 L2 L1 L2 

0 Kg ha-1de N  24,19 cA 25,40 bA 24,79 33,00 cB 51,50 bA 42,25 45,50  69,75  57,62c 

60 Kg ha-1de N 24,68 cA 26,29 bA 25,48 40,00 cB 56,00 bA 48,00 57,00  75,75 66,37b 

120 Kg ha-1de N 26,83 bA 28,72 aA 27,78 55,00 aA 59,25 bA 57,12 68,75  77,25 73,00a 

Ab-V5* 26,13 bB 28,47 aA 27,30 46,25 bB 66,50 aA 56,37 66,00  81,00 73,50a 

Ab-V6 26,50 bA 26,34 bA 26,42 49,00 aA 54,00 bA 51,50 64,75  72,25 68,50a 

Ab-V7 29,10 aA 29,50 aA 29,30 57,25 aB 70,50 aA 63,87 71,75  86,00 78,87a 

Ab-V5+Ab-V6 29,21 aA 27,15 bB 28,18 59,00 aA 60,75 bA 59,87 74,50  79,25 76,87a 

Ab-V5+Ab-V7 27,66 aA 29,23 aA 28,45 51,25 aB 68,50 aA 59,87 64,50  83,75 74,12a 

Ab-V6+Ab-V7 27,07 bB 29,41 aA 28,24 48,50 aB 66,00 aA 57,25 61,00  78,25 69,62a 

Ab-V5+Ab-V6+Ab-V7 26,72 bB 29,25 aA 27,98 46,50 aB 66,50 aA 56,50 59,25  82,50 70,87a 

Média   26,81  27,98    48,57  61,95    63,30B  78,57A  

CV(%) 4,84  13,18  11,04  

Médias seguidas da mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha não diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 
*Todos os tratamentos com inoculação receberam 60 kg ha

-1
 de N. 
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4.2 Efeito da inoculação nos teores de N, P e K das folhas de milho 

 

 

Os teores de N, P e K das folhas de milho foram semelhantes, não diferindo 

entre os tratamentos com inoculação ou doses de nitrogênio utilizadas no trabalho 

em questão. Porém, em relação ao local de condução dos experimentos verificou-se 

a superioridade para os teores de N, P e K das folhas de milho coletadas no 

experimento realizado em Pato Bragado, tendo esses alcançados valores de 23,77, 

1,81 e 19,41 para N, P e K, respectivamente (Tabela 5).  
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Tabela 5. Médias do teor de nitrogênio da folha, teor de fósforo da folha, teor de potássio da folha, das plantas de milho do híbrido 

30F53, em função da inoculação das sementes com diferentes estirpes da bactéria diazotrófica Azospirillum brasilense e adubação 

nitrogenada, nos municípios de Marechal Cândido Rondon, PR (L1) e Pato Bragado, PR (L2), UNIOESTE, 2011/2012. 

 Teor de N da folha (g Kg-1) Teor de P da folha (g Kg-1) Teor de K da folha (g Kg-1) 

Tratamentos Local 
Média 

Local 
Média 

Local 
Média 

L1 L2 L1 L2 L1 L2 

0 Kg ha-1 de N  22,82  19,08  20,95 1,27  1,90  1,56 17,11  17,72  17,42 

60 Kg ha-1 de N 21,48  21,25  21,37 1,40  1,85  1,62 12,64  18,26  15,45 

120 Kg ha-1 de N 21,97  25,04  23,50 1,32  1,78  1,55 12,84  18,29  15,56 

Ab-V5* 21,16  24,75  22,95 1,25  1,85  1,55 14,79  19,59  17,19 

Ab-V6 21,20  23,49  22,35 1,09  1,90  1,49 15,07  17,71  16,39 

Ab-V7 20,47  25,12  22,79 1,12  1,90  1,51 13,57  17,69  15,63 

Ab-V5+Ab-V6 20,32  23,95  22,13 1,17  1,82  1,50 12,96  23,77  18,36 

Ab-V5+Ab-V7 20,53  25,85  23,19 1,11  1,76  1,43 13,30  18,77  16,04 

Ab-V6+Ab-V7 21,95  25,54  23,74 1,29  1,77  1,53 12,89  23,79  18,34 

Ab-V5+Ab-V6+Ab-V7 21,97  23,59  22,78 1,22  1,61  1,41 15,10  18,50  16,80 

Média   21,39B    23,77A      1,22B     1,81A       14,03B      19,41A  

CV(%) 12,76  12,15    27,19  

Médias seguidas da mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha não diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 
*Todos os tratamentos com inoculação receberam 60 kg ha

-1
 de N. 
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4.3 Efeito da inoculação nos componentes de produção e produtividade da 

cultura do milho 

 

Na Tabela 6, encontram-se as médias do comprimento de espiga, diâmetro de 

espiga e número de fileiras por espiga de milho, em função dos tratamentos com e 

sem inoculação de A. brasilense. Na avaliação do experimento realizado em 

Marechal Cândido Rondon, observou-se efeito significativo para o comprimento de 

espiga em relação aos demais tratamentos quando realizada a inoculação das 

sementes com a estirpe Ab-V7, bem como, para a associação entre Ab-V6 + Ab-V7 e 

Ab-V5 + Ab-V6 + Ab-V7, tendo estas alcançado, respectivamente, percentuais de 

15,19; 16,46 e 17,72% em relação ao tratamento com a dose de 60 Kg ha-1 de 

nitrogênio sem inoculação. Em relação ao experimento realizado em Pato Bragado, 

observou-se que a inoculação com a estirpe Ab-V7 e a associação entre Ab-V5 + Ab-

V6, resultou no maior comprimento de espiga na comparação com o restante dos 

tratamentos utilizados no trabalho (Tabela 6). 

Os resultados da avaliação do diâmetro das espigas de milho revelaram que 

não houve interação significativa entre os tratamentos utilizados no trabalho. Assim, 

foram apresentadas apenas a média acumulada de cada tratamento e de ambos os 

locais de condução. Dessa maneira, podem ser destacadas as médias obtidas com 

a inoculação individual da estirpe Ab-V7, bem como, a associação entre Ab-V5 + Ab-

V6, Ab-V6 + Ab-V7, Ab-V5 + Ab-V6 + Ab-V7 e a dose de 120 Kg ha-1 de nitrogênio, 

sendo estas superiores as obtidas nos demais tratamentos. Além disso, a média 

acumulada do diâmetro das espigas colhidas no experimento conduzido em 

Marechal Cândido Rondon foi superior a obtida no experimento realizado em Pato 

Bragado (Tabela 6). 

O número de fileiras por espiga, também foi influenciado significativamente 

pelos tratamentos utilizados, podendo ser destacada a inoculação com a associação 

das estirpes Ab-V5 + Ab-V6 + Ab-V7, tendo esta superado os demais tratamentos no 

experimento realizado em Marechal Cândido Rondon, bem como, a inoculação com 

Ab-V6, Ab-V5 + Ab-V6, Ab-V6 + Ab-V7 e Ab-V5 + Ab-V6 + Ab-V7 para o experimento 

de Pato Bragado (Tabela 6). 
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Tabela 6. Médias do comprimento de espiga, diâmetro de espiga, número de fileiras por espiga, das plantas de milho do híbrido 

30F53, em função da inoculação das sementes com diferentes estirpes da bactéria diazotrófica Azospirillum brasilense e adubação 

nitrogenada, nos municípios de Marechal Cândido Rondon, PR (L1) e Pato Bragado, PR (L2), UNIOESTE, 2011/2012. 

 Comprimento da espiga (cm) Diâmetro da espiga (mm) Número de fileiras por espiga 

Tratamentos Local 
Média 

Local 
Média 

Local 
Média 

L1 L2 L1 L2 L1 L2 

0 Kg ha-1de N 20,25 cA 16,50 bB 18,37 57,00 46,75 51,87 b 21,00 cA 16,50 bB 18,75  

60 Kg ha-1de N 19,75 cA 16,75 bB 18,25 57,25 47,00 52,25 b 21,25 cA 16,50 bB 18,87  

120 Kg ha-1de N 21,75 bA 16,50 bB 19,12 60,00 47,25 53,62 a 22,75 bA 16,25 bB 19,50  

Ab-V5* 21,00 cA 16,00 bB 18,50 56,50 46,50 51,50 b 22,50 bA 16,50 bB 19,50  

Ab-V6 20,00 cA 16,25 bB 18,12 56,50 48,00 52,25 b 22,25 bA 17,25 aB 19,75  

Ab-V7 22,75 aA 18,25 aB 20,50 61,25 49,00 55,12 a 22,00 bA 16,75 bB 19,37  

Ab-V5+Ab-V6 21,00 cA 17,50 aB 19,25 58,00 48,25 53,25 a 21,50 cA 17,50 aB 19,50  

Ab-V5+Ab-V7 20,25 cA 17,00 bB 18,62 57,25 47,00 52,12 b 22,25 bA 16,75 bB 19,50  

Ab-V6+Ab-V7 23,00 aA 16,50 bB 19,75 59,50 48,00 53,75 a 22,25 bA 17,50 aB 19,87  

Ab-V5+Ab-V6+Ab-V7 23,25 aA 16,75 bB 20,00 58,00 48,50 53,25 a 23,75 aA 17,75 aB 20,75  

Média 21,30 16,80      58,15 A     47,62 B    22,15    16,92   

CV(%) 3,93  3,17  3,37  

Médias seguidas da mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha não diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 
*Todos os tratamentos com inoculação receberam 60 kg ha

-1
 de N. 
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Encontram-se na Tabela 7 os resultados obtidos para o número grãos por 

fileira, massa de mil grãos e produtividade do milho em função da inoculação ou não 

das sementes com A. brasilense. Todos os tratamentos em que foram utilizados a 

inoculação das sementes com A. brasilense foram significativamente superiores em 

relação ao número de grãos por fileira quando comparados aos tratamentos com as 

doses de 0 e 60 Kg ha-1 de nitrogênio, exceto, as estirpes Ab-V6 e Ab-V5, quando 

testadas em ambos os locais. Entretanto, não houve diferença significativa entre a 

inoculação com A. brasilense e a máxima dose de adubação nitrogenada (120 Kg 

ha-1). 

A massa de mil grãos foi influenciada pelos tratamentos em ambos os locais 

de condução do trabalho. Pode se observar que para Marechal Cândido Rondon as 

médias dos tratamentos Ab-V7 e Ab-V5 + Ab-V6 + Ab-V7 foram superiores a todos 

os demais, alcançando percentuais superiores em relação aos tratamentos com 0, 

60 e 120 Kg ha-1 de nitrogênio. Já para Pato Bragado o comportamento dos 

tratamentos para massa de mil grãos demonstrou que a dose de 120 Kg ha-1 de 

nitrogênio foi significativamente superior aos demais. Também pode ser observado 

em Pato Bragado que a inoculação associada entre as três estipes (Ab-V5 + Ab-V6 

+ Ab-V7) foi superior aos demais tratamentos, bem como, as demais estirpes 

inoculadas individualmente ou em associação superaram as doses de 0 e 60 Kg ha-1 

de nitrogênio (Tabela 7).  

Os resultados para a produtividade de grãos demostraram que não houve 

interação entre os fatores tratamentos e locais de condução dos experimentos. 

Assim, foram apresentadas apenas médias gerais de cada tratamento, bem como, 

de cada local de condução. A comparação das mesmas demonstrou que a 

inoculação individual com a estirpe Ab-V7, bem como, a associação entre Ab-V6 + 

Ab-V7 e Ab-V5 + Ab-V6 + Ab-V7 resultaram em médias superiores de produtividade 

em relação aos demais tratamentos utilizados no trabalhos (Tabela 7). Também pode 

ser destacadas as médias dos tratamentos com a inoculação isolada da estirpe Ab-

V6 e a associação entre Ab-V5 + Ab-V6 e Ab-V5 + Ab-V7 que obtiveram médias 

iguais a dose máxima de nitrogênio (120 Kg ha-1) e superioridade quando 

comparadas as doses de 0 e 60 Kg ha-1 de nitrogênio (Tabela 7). 

Além disso, a média geral de produtividade do experimento conduzido em 

Marechal Cândido Rondon foi superior a obtido no experimento conduzido em Pato 

Bragado (Tabela 7). 
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Tabela 7. Médias do número de grãos por fileira (NGF), massa de mil grãos (MMG), produtividade (PROD), das plantas de milho 

do híbrido 30F53, em função da inoculação das sementes com diferentes estirpes da bactéria diazotrófica Azospirillum brasilense e 

adubação nitrogenada, nos municípios de Marechal Cândido Rondon, PR (L1) e Pato Bragado, PR (L2), UNIOESTE, 2011/2012 

 Número de grãos por fileira Massa de mil grãos (g)  Produtividade (kg ha-1)  

Tratamentos Local 
Média 

Local 
Média 

Local 
Média 

L1 L2 L1 L2 L1 L2 

0 Kg ha-1de N 31,25 bA 27,50 bA 29,50 290,75 dA 226,50 eB 258,62 6253,00 2638,75 4445,87 c 

60 Kg ha-1de N 31,25 bA 27,75 bA 29,37 287,75 dA 243,87 dB 265,81 6476,75 3183,25 4830,00 c 

120 Kg ha-1de N 35,75 aA 34,25 aA 35,00 295,25 cA 270,87 aB 283,06 7042,00 3969,50 5505,75 c 

Ab-V5* 35,00 aA 30,25 bB 32,62 288,62 dA 258,12 cB 273,37 5640,25 3380,50 4510,37 c 

Ab-V6 33,00 bA 33,00 aA 33,00 300,25 cA 252,25 cB 276,25 7274,50 3331,25 5302,87 c 

Ab-V7 37,50 aA 37,50 aA 37,50 324,00 aA 255,62 cB 289,81 7465,00 4394,25 5929,62 a 

Ab-V5+Ab-V6 34,50 aA 33,50 aA 34,00 308,37 bA 252,50 cB 280,43 7209,25 3424,25 5316,75 b 

Ab-V5+Ab-V7 34,50 aA 33,75 aA 34,12 311,12 bA 255,75 cB 283,43 6628,50 3692,25 5760,37 b 

Ab-V6+Ab-V7 35,75 aA 32,25 aA 34,00 311,50 bA 251,37 cB 281,43 7991,75 4093,25 6042,50 a 

Ab-V5+Ab-V6+Ab-V7 38,25 aA 34,75 aA 36,50 329,87 aA 263,37 bB 296,62 8850,75 4494,75 6672,75 a 

Média  34,67   33,47    304,75   253,02   7083,17A     3660,20B 

CV(%)            7,32  2,42    14,78  

Médias seguidas da mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha não diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 
*Todos os tratamentos com inoculação receberam 60 kg ha

-1
 de N. 
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4.4 Efeito da inoculação nos teores de N, P e K dos grãos de milho 

 

Na Tabela 8, encontram-se os resultados obtidos para os teores de N, P e K 

dos grãos de milho colhidos nos dois locais de realização dos experimentos. 

Evidenciou-se que para nenhum dos nutrientes avaliados foram observadas 

diferenças significativas entre os tratamentos utilizados no trabalho. Entretanto, na 

comparação das médias gerais obtidas em cada local de condução dos 

experimentos nota-se que os teores de N e P obtidos dos grãos colhidos em 

Marechal Cândido Rondon, PR (L1) foram superiores aos obtidos em Pato Bragado, 

PR (L2). Já em relação ao teor de K não foram observadas diferenças entre as 

médias gerais dos locais de realização dos experimentos (Tabela 8). 
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Tabela 8. Médias do teor de nitrogênio dos grãos (Ng), teor de fósforo dos grãos (Pg) e teor de potássio dos grãos (Kg), das 

plantas de milho do híbrido 30F53, em função da inoculação das sementes com diferentes estirpes da bactéria diazotrófica 

Azospirillum brasilense e adubação nitrogenada, nos municípios de Marechal Cândido Rondon, PR (L1) e Pato Bragado, PR (L2), 

UNIOESTE, 2011/2012. 

 Teor de N dos grãos (g Kg-1) Teor de P dos grãos (g Kg-1) Teor de K dos grãos (g Kg-1) 

Tratamentos Local 
Média 

Local 
Média 

Local 
Média 

L1 L2 L1 L2 L1 L2 

0 Kg ha-1de N 17,69 16,57 17,13 2,13 1,37 1,75 39,06 40,01 39,54 

60 Kg ha-1de N 17,91 16,76 17,34 2,43 1,30 1,87 36,95 40,69 38,82 

120 Kg ha-1de N 18,29 17,38 17,83 2,46 1,22 1,84 42,59 40,37 41,48 

Ab-V5* 18,00 18,28 18,14 2,41 1,39 1,90 44,31 42,70 43,50 

Ab-V6 17,74 17,51 17,62 2,57 1,64 2,10 46,66 40,53 43,59 

Ab-V7 19,57 18,75 19,16 2,49 1,43 1,96 46,34 44,41 45,37 

Ab-V5+Ab-V6 18,76 18,14 18,45 2,54 1,40 1,97 43,91 47,11 45,51 

Ab-V5+Ab-V7 18,45 15,86 17,16 2,37 1,54 1,95 47,31 37,76 42,54 

Ab-V6+Ab-V7 17,48 17,94 17,71 2,45 1,30 1,87 43,54 46,33 44,93 

Ab-V5+Ab-V6+Ab-V7 19,45 17,27 18,37 2,36 1,29 1,82 40,58 42,20 41,39 

Média    18,34 A       17,45 B     2,42 A        1,39 B     43,12     42,21  

CV(%) 7,57  15,3  14,03  

Médias seguidas da mesma letra minúscula na coluna e maiúscula na linha não diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 
*Todos os tratamentos com inoculação receberam 60 kg ha

-1
 de N. 
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5 DISCUSSÃO 

 

A busca por tecnologias que venham substituir total ou parcialmente o uso de 

fertilizantes nitrogenados em culturas como o milho tornou-se foco de vários estudos 

nos últimos anos. O custo energético, a redução das reservas de energia não 

renováveis e a contaminação ambiental resultante do uso indiscriminado de 

fertilizantes nitrogenados são pontos fundamentais para o aumento do interesse das 

instituições de pesquisa e pesquisadores, pela busca de fertilizantes biológicos com 

potencial para o cenário agrícola atual. 

No presente trabalho realizado a campo, foi observado que a inoculação com 

A. brasilense proporcionou incremento significativo no crescimento das plantas de 

milho durante o período vegetativo da cultura (Tabela 4). Os resultados obtidos estão 

de acordo com vários outros encontrados na literatura com a cultura do milho como: 

Fulchieri e Frioni (1994); Dobbelaere et al. (2001); Dobelaere et al. (2002); 

Dobbelaere; Vanderleyden e Okon (2003); Díaz-Zorita et al. (2005); Mehnaz et al. 

(2006); Karawal (2012). Em geral, para estes autores, a inoculação com bactérias 

diazotróficas resultou em incrementos em crescimento durante o período vegetativo 

da cultura.  

Estes resultados são justificados não apenas pelo fato das bactérias 

diazotróficas fixarem o N2 atmosférico, mas também pelas mesmas sintetizarem 

substâncias que estão relacionadas com a promoção do crescimento vegetal, como 

as auxinas (DEY et al., 2004), giberelinas (NARULA et al., 2006), citocininas 

(CASTRO et al., 2008), solubilizantes de sais minerais como fósforo e ferro (HAYAT 

et al., 2010) e enzimas, bem como, pela indução de mecanismos de resistência das 

plantas (PATHMA et al., 2011). Além disso, algumas espécies de bactérias 

diazotróficas possuem a capacidade de manter baixos níveis de etileno nas plantas 

(GLICK et al., 1999). 

O etileno é um hormônio gasoso e seu modo de ação tem papel chave em 

múltiplas alterações fisiológicas nas plantas (VOGEL et al., 1998). Entretanto, sob 

condições de estresse, os níveis desse hormônio podem ser elevados. Isso pode ser 

prejudicial, em função da antecipação dos processos de senescência e demais 

processos moleculares que podem prejudicar o crescimento das plantas. O 

mecanismo primário para a redução dos níveis de etileno é através da síntese da 

enzima ACC-desaminase (ACCd) que é responsável pela inibição da síntese da 
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ACC. Dessa maneira, vários autores descrevem o gênero Azospirillum como um 

diazotrofo que possuem a atividade da desaminase do ACC (GOVINDASAMY et al., 

2008; DUAN et al., 2009). Além disso, como já mencionado, as bactérias do gênero 

Azospirillum possuem diferentes vias para a síntese de ácido indol-acético (AIA) 

produzindo níveis significativos desse hormônio. Esse tem papel chave nos 

processos de expansão celular, e consequentemente no aumento do número de 

raízes laterais, aumentando a superfície de contato do sistema radicular, culminando 

em maior absorção de água e nutrientes pelas plantas (ARSHAD e 

FRANKENBERGER, 1988; BARAZANI e FRIENDMAN, 1999; BISWAS et al., 2000; 

KHALID, et al.,, 2004; SALA et al., 2005; PEDROSA et al., 2011). Dessa maneira, a 

atuação simultânea desses mecanismos pode levar ao maior crescimento e 

desenvolvimento do vegetal (MARTINEZ-VIVEROS et al., 2010), fato este observado 

no presente trabalho.  

Quando realizada a análise do teor de nitrogênio das folhas e dos grãos, não 

foram observadas diferenças significativas entre as plantas inoculadas e não 

inoculadas (Tabelas 5 e 8). Estes resultados discordam dos obtidos por Ribaudo et 

al. (2001) que reportaram maior acúmulo de nitrogênio nas folhas de plantas de 

milho inoculadas com Azospirillum sp.. Hungria et al. (2010) trabalhando com a 

inoculação de diferentes estirpes de A. brasilense nas culturas do milho e trigo, 

verificaram maior aporte de nitrogênio nas folhas das plantas inoculadas, porém, 

esse não foi observado para os grãos em ambos os casos. O aumento do teor de 

nitrogênio nas plantas de milho inoculadas com A. brasilense comumente relatado 

pode ser resultado da fixação de N2, bem como, pela ação dos mecanismos de 

promoção do crescimento, que podem incrementar a capacidade das plantas em 

absorver nitrogênio (DOBBELAERE et al., 2001).  

Além disso, observou-se no presente trabalho diferenças entre as médias de 

cada local de condução dos experimentos para os teores de N, P e K das folhas e 

grãos de milho (Tabelas 5 e 8). Na avaliação dos teores de N, P e K das folhas 

coletadas no início do período reprodutivo observou-se maior teor desses nutrientes 

para o experimento realizado em Pato Bragado (Tabela 5), que também apresentou 

maior massa seca da parte aérea e área foliar das plantas (Tabela 4). Contudo, esta 

superioridade não refletiu em maior produtividade para este local (Tabela 7). 

Verifica-se que a partir do mês de novembro ocorreu a redução da 

precipitação na área experimental localizada em Pato Bragado (Figura 2). No mês 
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de dezembro, quando as plantas se encontravam no início do florescimento 

feminino, o volume de chuvas ficou próximo de zero. Na área experimental 

localizada em Marechal Cândido Rondon a redução da precipitação também 

ocorreu, porém, em menor intensidade (Figura 1). Fato este que poderiam explicar o 

menor teor de nutrientes nos grãos provenientes das plantas do experimento de 

Pato Bragado, bem como a menor produtividade (Tabelas 7 e 8).  

Santos e Carlesso (1998) relatam que a deficiência hídrica pode provocar 

alterações no comportamento da planta de maneira que a recuperação vai depender 

do genótipo, duração, severidade e estádio de desenvolvimento vegetal. O estresse 

gerado pela falta d´agua pode ocasionar redução da área foliar, menor taxa 

fotossintética, bem como, influenciar negativamente a taxa de translocação de 

solutos (TAIZ e ZEIGER, 2004). Estes mesmos autores descrevem que a rápida 

expansão foliar pode ser desfavorável para a planta caso essa venha ser submetida 

à deficiência hídrica. Além disso, em situações de déficit hídrico também deve ser 

levada em consideração a capacidade de armazenamento de água no solo, pois a 

textura e características físicas do solo são fator chave para a retenção de água 

(KIEHL ,1979). 

Os componentes da produção, bem como, a produtividade obtida em ambos 

os locais de condução dos experimentos com a cultura do milho, também foram 

influenciados positivamente pela inoculação com A. brasilense (Tabelas 6 e 7). 

Resultados semelhantes foram obtidos por Díaz-Zorita et al. (2005) ao trabalharem 

com a inoculação de A. brasilense nas culturas do milho e trigo em 221 localidades  

na Argentina. Estes autores verificaram que 75 a 95% dos experimentos realizados 

resultaram em respostas positivas para produtividade em ambas as culturas. Nesse 

sentido, Hungria et al. (2010) verificaram, nas parcelas inoculadas com A. 

brasilense, incrementos produtivos de 27 e 31% para as culturas do milho e trigo, 

respectivamente. Também, Canellas et al. (2011) verificaram incrementos na 

produtividade da cultura do milho de 20 e 65% em relação ao tratamento controle 

para as plantas inoculadas com Herbaspirilum seropedicae, associado a aplicação 

de substâncias húmicas. 

Os incrementos em relação à produtividade da cultura do milho com a 

inoculação de bactérias diazotróficas estão relacionados em parte com a fixação 

biológica do N2, bem como, com promoção do crescimento vegetal pela ação de 

substâncias regulatórias (DEY et al., 2004; NARULA et al., 2006; CASTRO et al., 
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2008; HAYAT et al., 2010; PATHMA et al., 2011). 

A produtividade da cultura do milho foi inferior em ambos os locais de 

condução dos experimentos quando comparado com a média regional, bem como, 

ao potencial produtivo do híbrido utilizado. A redução foi mais acentuada na área 

experimental de Pato Bragado, PR que obteve média produtiva de 3660 Kg ha-1, 

sendo essa inferior em aproximadamente 3400 Kg ha-1 quando comparada a média 

obtida na área experimental de Marechal Cândido Rondon, PR (7083 Kg ha-1). A 

menor produtividade da cultura foi consequência da redução dos componentes da 

produção, como por exemplo, o número de fileiras por espiga, número de grãos por 

espiga e massa de mil grãos, sendo estes consideravelmente afetados por alguns 

dos tratamentos utilizados em ambos os experimentos. A explicação para este fato 

pode estar relacionada às condições de temperatura e precipitação antes e durante 

o período de florescimento da cultura nos dois locais em que foram conduzidos os 

experimentos. Observa-se nas figuras 1 e 2, que o acúmulo mensal de precipitação 

para os meses de novembro e dezembro na área experimental de Marechal Cândido 

Rondon, PR foi de 155,2 e 33,8 mm, respectivamente. Em Pato Bragado, PR o 

acúmulo para o mesmo período foi de 28,4 e 4,2 (novembro e dezembro, 

respectivamente). Outro fator climático que merece ser destacado são as médias de 

temperatura durante o período de floração da cultura (dezembro). Observa-se nas 

figuras 1 e 2, que as temperaturas médias foram de 23,65 e 25,05°C e as máximas 

de 30,01 e 32,42°C nas áreas de Marechal Cândido Rondon, PR e Pato Bragado, 

PR, respectivamente.  

Apesar dos efeitos da deficiência hídrica e altas temperaturas, que resultaram 

em redução da produtividade, principalmente em Pato Bragado, os resultados 

obtidos demonstraram que a inoculação com A. brasilense, principalmente com a 

estirpe Ab-V7 e a associação entre Ab-V6 + ABV7 e Ab-V5 + Ab-V6 + Ab-V7 

superaram os demais tratamentos, apresentado incrementos significativos para a 

produtividade da cultura do milho nestas condições (Tabela 7). 

A produtividade do milho é dependente do número de grãos por unidade de 

área e da quantidade de fotoassimilados disponíveis para esses grãos (FANCELLI e 

DOURADO NETO, 2005). O período de aproximadamente três semanas, que 

envolve o pendoamento-espigamento é o de maior sensibilidade da cultura do milho 

à deficiência hídrica. Em condições de falta de umidade e alta temperatura do ar, há 

aumento na defasagem entre o florescimento masculino e feminino. A elongação do 
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estilo-estigma é muito sensível à falta de umidade, pois 95% do peso fresco desta 

estrutura é constituído pela água (SANGOI, et al., 2010). Assim, o aumento da 

defasagem entre a antese e o espigamento faz com que os grãos de pólen sejam 

liberados e não encontrem o estilo-estigma receptivo. Além disso, os grãos de pólen 

que venham a alcançar o estilo-estigma muitas vezes não germinam em função do 

ressecamento dessas estruturas, que ocorrem principalmente sob condições de 

baixa umidade relativa do ar e temperatura elevada (SANGOI et al., 2010).  

A capacidade das bactérias do gênero Azospirillum em reduzirem os efeitos 

deletérios causados pelo déficit hídrico vem sendo objeto de trabalho de vários 

pesquisadores. Nesse sentido, Sarig et al. (1992) verificaram que plantas de sorgo 

inoculadas com Azospirillim sp. tiveram sua condutividade hidráulica aumentada 

entre 25 e 40% em relação as plantas não inoculadas.  Também Manoharam et al. 

(2012) trabalhando com plantas de milho inoculadas com A. brasilense sob 

diferentes regimes de irrigação, verificaram que a inoculação resultou em 

incrementos de 19, 16 e 31% para as variáveis de altura de planta, massa seca da 

planta e produtividade de grãos, respectivamente. Reier Bakken (1997) descreve 

que a inoculação com Azospirillum sp. propicia à planta um ambiente mais favorável 

reduzindo os estresses causados pela falta d‟água, em função dos mecanismos 

promotores de crescimento relacionados a síntese hormonal, resultando em plantas 

com sistema radicular de melhor qualidade e consequentemente mais aclimatadas a 

estreses ambientais. 

Vale destacar ainda que a grande maioria dos estudos relacionados à síntese 

de hormônios vegetais pelo gênero Azospirillum estão envolvidos na produção de 

ácido indol-acético (AIA) por este ser um dos principais reguladores de varias 

funções nas plantas (ANTOUN e PRÉVOST, 2005; DODD et al., 2010). Esses 

microrganismos também sintetizam ácido abscísico, sendo um hormônio relacionado 

a respostas da planta em condições de deficiência hídrica (BRAY, 2002; TAIZ e 

ZEIGER, 2004; PERRIG et al., 2007). Nesse sentido, Zawoznik et al. (2011) 

trabalhando com a inoculação de A. brasilense em plantas de cevada submetidas a 

diferentes níveis de salinidade, verificaram que as plantas inoculadas suportaram em 

melhores condições o estresse induzido. Os mesmos autores ainda verificaram 

aumento nos níveis de aquaporina nas plantas inoculadas com A. brasilense em 

comparação com as plantas não inoculadas. As aquaporinas são proteínas que 

estão presentes no sistema radicular das plantas formando canais de água nas 
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membranas das células, sendo que sua síntese, sob condições de estresse, pode 

estar diretamente relacionada à ao aumento da síntese de ácido abscísico nos 

vegetais (KALDENHOFF et al., 1996; SHINOZAKI et al., 1998).  

Neste contexto, os resultados do presente trabalho demonstram que as 

rizobactérias promotoras de crescimento, tais como A. brasilense, são eficazes no 

estabelecimento das plantas melhorando sua capacidade de suportar situações de 

estresse, como a seca e limitação de nutrientes. 

As estirpes Ab-V5, Ab-V6 e Ab-V7 utilizadas no presente trabalho foram 

selecionadas a partir de vários ensaios realizados em ambiente controlado e a 

campo pela equipe do Instituto Nacional de Ciência e Tecnologia de Fixação 

Biológica de Nitrogênio em Gramíneas. Estas estirpes têm demostrado respostas 

positivas tanto na fixação do N2, quanto, na promoção do crescimento vegetal, por 

possuírem, entre outros mecanismos, a característica de sintetizarem hormônios 

relacionados ao crescimento das plantas. No Brasil, já existem empresas que 

produzem inoculantes para gramíneas a partir das estirpes Ab-V5 e Ab-V6. 

Entretanto, essa tecnologia ainda não é totalmente aceita por técnicos e agricultores. 

Dessa forma, é importante que se realizem novos ensaios em diferentes regiões do 

Brasil que confirmem a eficiência dos materiais já existentes, bem como, a busca por 

novas possibilidades que venham a aumentar a gama de opções para a substituição 

dos produtos convencionais. 
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6 CONCLUSÕES 

 

A inoculação das sementes com A. brasilense resultou em ganhos 

significativos para a cultura do milho durante o período vegetativo. 

Os tratamentos com a inoculação da estirpe Ab-V7, e a associação entre as 

estirpes Ab-V5 + Ab-V6, Ab-V6 + Ab-V7 e Ab-V5 + Ab-V6 + Ab-V7 demonstraram os 

maiores incrementos nos componentes da produção e na produtividade da cultura 

em ambos locais avaliados. 
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8 ANEXOS 

 

Anexo I. Resumo da análise de variância para as variáveis de diâmetro basal do colmo (DC), massa seca da parte aérea (MSPA), 

área foliar (AF), teor de nitrogênio da folha (Nf), teor de fósforo da folha (Pf), teor de potássio da folha (Kf), comprimento de espiga 

(CPE), diâmetro de espiga (DE), número de fileiras por espiga (NFE), número de grãos por fileira (NGF), massa de mil grãos 

(MMG), e produtividade (PROD) do hibrido de milho 30F53, em função da inoculação das sementes com bactérias diazotróficas da 

espécie A. brasilense e adubação nitrogenada, UNIOESTE,2011/2012. 

F.V. G.L. 
Quadrado médio 

DC MSPA AF N f P f K f 

B (L) 6 1,70ns 46,19ns 103,07ns 2,92ns 0,17** 37,07ns 
T 9 15,95** 322,79** 288,84** 6,38ns 0,03ns 9,54ns 
L 1 27,16** 3577,81** 4666,51** 113,16** 6,85** 578,88** 
TxL 9 4,06* 98,86** 87,59ns 14,14ns 0,03ns 21,38ns 
Resíduo 54 1,75 53,06 61,36 8,30ns 0,03 20,67 

C.V. (%) 4,94 13,18 11,04 12,76 12,15 27,19 

Média geral 27,39 55,26 70,93 12,76 1,52 16,72 

F.V. G.L. 
Quadrado médio 

CPE DE NFE NGF MM PROD 

B (L) 6 2,53** 2,99NS 0,29ns 12,41ns 72,92ns 4158144,07** 
T 9 5,31** 9,62** 2,41** 43,48** 1955,34** 3728556,22** 
L 1 405,0** 2215,51** 546,01** 5,51ns 10719,01** 234335157,01** 
TxL 9 3,27** 1,19ns 1,20** 21,31** 901,12** 950556,04ns 
Resíduo 66 0,059 0,395 0,019 6,07 45,37 630119,87 

C.V. (%) 3,93 3,17 3,37 7,31 2,42 14,78 

Média geral 19,05 52,88 19,53 33,73 278,88 5371,68 
*, **: Significativo a 5 e 1% pelo teste F. 
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Anexo II. Resumo da análise de variância para as variáveis teor de nitrogênio dos 

grãos (Ng), teor de fósforo dos grãos (Pg) e teor de potássio dos grãos (Kg) do hibrido de 
milho 30F53, em função da inoculação das sementes com bactérias diazotróficas da espécie 
A. brasilense e adubação nitrogenada, UNIOESTE,2011/2012. 

F.V. G.L Quadrado médio 

  N g P g K g 

B (L) 6 1,66ns 0,42** 70,89ns 
T 9 3,33ns 0,07ns 44,20ns 
L 1 15,86* 21,29** 16,74ns 
TxL 9 1,87ns 0,04ns 37,14ns 
Resíduo 54 1,83 0,08 35,81 

C.V. (%)  7,57 15,03 14,03 

Média geral  17,89 1,90 42,67 

*, **: Significativo a 5 e 1% pelo teste F. 
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CAPÍTULO 2 – EFEITO DE DIFERENTES DOSES DE INOCULANTE, 

FORMULADO A PARTIR DAS ESTIRPES Ab-V5 E Ab-V6 DE Azospirillum 

brasilense, NA CULTURA DO MILHO. 

 

 

RESUMO: O presente trabalho teve por objetivo avaliar em condições de campo, o 

efeito de diferentes dosagens de um inoculante para a cultura do milho, formulado a 

partir das estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de A. brasilense. Foram conduzidos quatro 

experimentos em quatro áreas agrícolas, sendo duas localizadas no estado do 

Paraná e duas no Rio Grande do Sul. O delineamento experimental utilizado foi de 

blocos ao acaso, com quatro blocos e seis tratamentos. Os tratamentos foram 

formados pelas doses de 0, 60 e 120 Kg ha-1 de nitrogênio sem inoculação das 

sementes e a dose de 60 Kg ha-1 de nitrogênio associada à inoculação com 100, 150 

e 200 mL do inoculante para 50 Kg de sementes. Durante o estágio vegetativo da 

cultura avaliou-se o diâmetro do colmo e a massa seca da parte aérea das plantas. 

Também foram avaliados o número de grãos por espiga, a massa de mil grãos e a 

produtividade da cultura. Além disso, foram quantificados os teores de nitrogênio das 

folhas e dos grãos de milho. Os resultados obtidos indicaram que o inoculante 

formulado a base das estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de A. brasilense associado à dose de 

60 Kg ha-1 de nitrogênio, resultou em incrementos no desenvolvimento vegetativo da 

cultura nos quatro experimentos realizados. Quando se considera as doses de 

inoculante testadas, a mais eficiente foi a de 200 mL para 50 Kg de sementes, que 

resultou nos maiores incrementos no número de grãos por espiga, massa de mil 

grãos e na produtividade dos experimentos realizados em Marechal Cândido 

Rondon, PR e Pato Bragado, PR. Assim, o inoculante utilizado demostrou ser 

eficiente influenciando positivamente o crescimento, desenvolvimento e 

produtividade da cultura do milho. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Bactérias diazotróficas; Fixação biológica de nitrogênio; 

Adubação nitrogenada; Promoção do crescimento vegetal. 
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EFFECT OF DIFFERENT INOCULANT DOSES, FORMULATED FROM STRAIN  

Ab-V5 AND Ab-V6 FOR Azospirillum brasilense, IN MAIZE. 

 

 

ABSTRACT: The present study aimed to evaluate under field conditions, the effect of 

different doses of the inoculant for corn, made from strains Ab-V5 and Ab-V6 A. 

brasilense. Four experiments were conducted in four agricultural areas, two located 

in the state of Parana and two in Rio Grande do Sul The experimental design was a 

randomized block design with four blocks and six treatments. The treatments were 

formed by the doses of 0, 60 and 120 kg ha-1 of the nitrogen without seed inoculation 

and the dose of 60 kg ha-1 of nitrogen associated with inoculation with 100, 150 and 

200 mL of inoculun to 50 kg of seeds. During the vegetative stage were evaluated 

stem diameter and dry mass of the shoots. We also evaluated the number of grains 

per spike, the thousand grain weight and yield. In addition, we quantified the levels of 

nitrogen in the leaves and corn kernels. The results indicated that the inoculant 

formulated the basis of strains Ab-V5 and Ab-V6 A. brasilense associated with the 

dose of 60 kg ha-1 nitrogen, resulted in increases in vegetative growing in four 

experiments. When considering the doses of inoculum tested, the most efficient was 

to 200 mL for 50 kg of seeds, which resulted in greater increases in the number of 

grains per spike, thousand grain weight and yield of the experiments conducted in 

Marechal Cândido Rondon, PR and Pato Bragado, PR. Thus, the inoculant used 

demonstrated to be effective positively influencing the growth, development and yield 

of maize. 

 

 

KEY-WORDS: Diazotrophs; biological nitrogen fixation, nitrogen fertilization; 

promotion of plant growth. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A cultura do milho fornece vasta variedade de produtos que são utilizados na 

alimentação animal, em especial a suinocultura, avicultura e bovinocultura de leite, 

nas formas de farelo, rações e silagem. Na alimentação humana, este cereal é 

utilizado tanto na forma “in natura”, como milho verde, quanto na forma de produtos 

processados como massas, farinhas e pães (DOURADO NETO e FANCELLI, 2004). 

O nutriente mais requerido para a cultura do milho é o nitrogênio, que, em 

muitas situações, é é suprido insuficientemente (AMADO et al., 2002). Segundo 

estes autores, quando em condições favoráveis de temperatura, radiação solar e 

água, a quantidade de nitrogênio requerida para alcançar grandes produtividades de 

grãos pode ultrapassar 150 Kg ha-1.      

O uso crescente de fertilizantes nitrogenados visando a obtenção de altas 

produtividades na cultura do milho, além de gerar impacto ambiental provocado pela 

lixiviação deste produto, eleva os custos de produção (PEDRINHO et al., 2010). 

Dessa maneira, é crescente a preocupação em relação à contaminação ambiental 

pelo uso excessivo de fertilizantes, se fazendo necessário encontrar alternativas que 

possam substituir ao menos parcialmente o uso de fertilizantes nitrogenados. A 

utilização de biofertilizantes à base de microrganismos fixadores de nitrogênio e 

promotores do crescimento vegetal, pode se tornar uma alternativa viável em função 

de suprirem parcialmente o uso dos fertilizantes tradicionais, bem como, estimular o 

crescimento e desenvolvimento vegetal pela ação de substâncias promotoras do 

crescimento vegetal (COCKING, 2003). 

Dentre as bactérias promotoras do crescimento vegetal em gramíneas podem 

ser destacadas as do gênero Azospirillum, em função de colonizarem rapidamente 

as plantas e serem considerados organismos dominantes da rizosfera (ROESCH et 

al., 2006).  

 Os efeitos positivos da bactéria Azospirillum sp. para a cultura do milho, bem 

como para outras gramíneas, tem sido motivo de pesquisas no Brasil e em outros 

países nas últimas décadas. Segundo Okon e Vanderleyden (1997), essas bactérias 

além de disponibilizarem o N2 atmosférico, possuem também a característica de 

produzirem substâncias promotoras de crescimento (auxinas, giberelinas e 

citocininas). Estes mesmos autores, ao avaliarem resultados de 22 anos de 

pesquisa com a inoculação a campo de Azospirillum spp. concluíram que a 
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utilização dessa tecnologia resulta em ganhos na estrutura das plantas, aumentando 

a área do sistema radicular resultando em maior absorção de água e nutrientes. Tal 

constatação é justificada pelo fato de a inoculação modificar a morfologia do sistema 

radicular, aumentando não apenas o número de radicelas, mas, também, o diâmetro 

das raízes laterais e adventícias.  

Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar em condições de 

campo, o efeito de diferentes doses de um inoculante para a cultura do milho, 

formulado a partir das estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de A. brasilense em quatro áreas 

agrícolas localizadas nos Estados do Paraná e Rio Grande do Sul. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Localização e caracterização das áreas experimentais 

 

Foram utilizados, neste trabalho, os dados resultantes de quatro experimentos 

com a cultura do milho, realizados em quatro municípios da região Sul do Brasil, 

durante as safras de 2010/2011 e 2011/2012. Em seguida são apresentadas as 

caraterísticas de cada local de condução dos trabalhos: 

Marechal Cândido Rondon, PR: conduzido durante a safra 2010/2011, na 

Estação Experimental Antônio Carlos dos Santos Pessoa, pertencente à 

Universidade Estadual do Oeste do Paraná – UNIOESTE. A referida área encontra-

se sob Latitude de 24°33‟S, Longitude 54°04‟W, e altitude de 420 metros, sendo o 

solo classificado como Latossolo Vermelho Eutroférrico (EMBRAPA, 2006). O clima 

da região segundo classificação de Köppen denomina-se Subtropical Úmido 

Mesotérmico com verões quentes (temperatura média superior a 22°C) com 

tendência a concentração de chuvas e invernos com geadas pouco frequentes 

(temperatura média inferior a 18°C), e precipitação média anual de 1500 mm. 

Crua Alta, RS: conduzido durante a safra 2011/2012 na Estação Experimental 

do Curso de Agronomia da Universidade de Cruz Alta (UNICRUZ). O município está 

localizado a uma longitude de 53º 37‟27” W, latitude 28º 34‟04” S e altitude média de 

460 metros.  O clima da região é subtropical, conforme classificação de Köeppen. 

Apresentando precipitação média anual de 1300mm e temperatura média de 20°C. 

O solo da área experimental é classificado como Latossolo Vermelho Distrófico típico 

textura argilosa (EMBRAPA, 2006). 

Ibiraiaras, RS: Conduzido em uma propriedade particular. O município 

encontra-se sob Latitude de 28°22”12‟S e longitude de 51°38”09‟W, e altitude de 247 

metros. O clima da região segundo classificação de Köppen denomina-se 

Subtropical com temperatura média superior de 20,6°C, e temperatura média inferior 

de 15,9°C e precipitação média anual de 1953 mm. O solo da área experimental é 

classificado como Neossolo. 

Pato Bragado, PR: conduzido durante a safra 2011/2012 na estação 

experimental de Pato Bragado, PR, pertencente ao Núcleo de Estações 

Experimentais da Universidade Estadual do Oeste do Paraná – UNIOESTE. A 

referida área encontra-se sob a latitude de 24°39”43‟S e longitude de 54°15”53‟W, e 
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altitude de 247 metros. O clima da região segundo classificação de Köppen 

denomina-se Subtropical Úmido Mesotérmico com verões quentes (temperatura 

média superior a 22°C) com tendência a concentração de chuvas e invernos com 

geadas pouco frequentes (temperatura média inferior a 18°C), e precipitação média 

anual de 1500 mm. 

Antes da instalação dos experimentos foram coletas amostras de solo na 

profundidade 0-20 cm para realização da análise química, que foi realizada pelo 

Laboratório de Química da UNIOESTE, campus de Marechal Cândido Rondon, PR. 

Os resultados de ambas as análises se encontram nas Tabelas 1, 2, 3 e 4. 

Tabela 1. Caracterização química da camada de 0-20 cm do solo da área 

experimental. Marechal Cândido Rondon, PR, 2010/2011. 

Ca Mg K Al3+ H+Al SB CTC MO V P pH 
CaCl2 

---------------------cmolc dm-3------------------------ g dm-3 % mg dm-3 

3,04 1,23 0,18 0,20 8,33 4,50 12,83 23,92 35,07 14,07 4,77 

 

Tabela 2. Caracterização química da camada de 0-20 cm do solo da área 

experimental. Cruz Alta, RS, 2011/2012. 

Ca Mg K Al3+ H+Al SB CTC MO V P pH 
CaCl2 

---------------------cmolc dm-3------------------------ g dm-3 % mg dm-3 

2,60 0,90 0,20 0,25 7,70 4,10 11,80 23,60 34,40 32,10 5,00 

 

Tabela 3. Caracterização química da camada de 0-20 cm do solo da área 

experimental. Ibiraiaras, RS, 2011/2012. 

Ca Mg K Al3+ H+Al SB CTC MO V P pH 
CaCl2 

---------------------cmolc dm-3------------------------ g dm-3 % mg dm-3 

4,0 1,5 0,22 0,30 6,69 6,01 12,70 41,0 47,35 20,6 5,2 
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Tabela 4. Caracterização química da camada de 0-20 cm do solo da área 

experimental. Pato Bragado, PR, 2011/2012. 

Ca Mg K Al3+ H+Al SB CTC MO V P pH 
CaCl2 

---------------------cmolc dm-3------------------------ g dm-3 % mg dm-3 

4,32 1,07 0,60 0,55 5,38 5,99 11,37 16,4 52,68 7,56 4,76 

 

2.2 Delineamento experimental 

 

Os experimentos foram implantados em delineamento de blocos 

casualizados, com quatro repetições e seis tratamentos, totalizando 24 parcelas 

experimentais. A descrição dos tratamentos encontra-se na Tabela 5. 

Tabela 5. Descrição dos tratamentos utilizados no experimento. 

Tratamentos Descrição dos tratamentos 

0 N Controle sem aplicação de nitrogênio e sem inoculação 

60 N Dose de 60 Kg ha-1 de nitrogênio e sem inoculação 

120 N Dose de 120 Kg ha-1 de nitrogênio e sem inoculação 

Az 100 
Dose de 60 Kg ha-1 de nitrogênio e inoculação das sementes 
com Azospirillum brasilense, estirpe Ab-V5 + Ab-V6, na dose de 
100 mL 50 kg-1 de sementes 

Az 150 
Dose de 60 Kg ha-1 de nitrogênio e inoculação das sementes 
com A. brasilense, estirpe Ab-V5 + Ab-V6, na dose de 150 mL 
50 kg-1 de sementes 

Az 200 
Dose de 60 Kg ha-1 de nitrogênio e inoculação das sementes 
com A. brasilense, estirpe Ab-V5 + Ab-V6, na dose de 200 mL 
50 kg-1 de sementes 

 

 

2.3 Instalação e condução dos experimentos 

 

 

2.3.1 Correção da fertilidade do solo  

 

Conforme os resultados da análise química do solo e necessidades da cultura 

foram realizados a adubação de correção fosfatada e potássica com o auxílio de 
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semeadora adubadora, sendo aplicados 50 kg ha-1 de P2O5 e 40 kg ha-1 de K2O nos 

experimentos realizados em Marechal Cândido Rondon, PR e Pato Bragado, PR. 

Para a correção do solo das áreas experimentais dos municípios de Cruz Alta e 

Ibiraiaras, RS, foram aplicados 300 kg ha-1 na formulação 00-20-20 (0% de N, 20% 

de P2O5 e 20% de K2O) e 50 kg ha-1 de P2O5 e 40 kg ha-1 de K2O, respectivamente. 

A adubação nitrogenada, conforme a definição dos tratamentos, foi dividida 

em três aplicações, sendo 40% na semeadura e o restante aplicado em cobertura 

nos estádios V4 e V6. Estes fornecidos na forma de uréia. 

 

 

2.3.2 Inoculação das sementes 

 

O inoculante utilizado foi fornecido pela Empresa Simbiose Indústria e 

Comércio de Fertilizantes e Insumos Microbiológicos LTDA. Este encontra-se em 

fase de registro no Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento, e possui em 

sua formulação as estipes Ab-V5 e Ab-V6 da bactéria A. brasilense.  

A inoculação foi realizada duas horas antes da semeadura, utilizando-se as 

doses de 100, 150 e 200 mL de inoculante para 50 kg de sementes, conforme a 

necessidade dos tratamentos já descritos.  

O controle de qualidade dos inoculantes utilizados nos experimentos foi 

realizado pela estimativa do número mais provável (NMP) usando a Tabela de 

MacCrady em meio semi-sólido NFB (Azospirillum spp.) de acordo com metodologia 

descrita por Döbereiner et al. (1995). Os resultados são apresentados na Tabela 6. 

Tabela 6. Contagem de bactérias diazotróficas (UFC mL-1) nos inoculantes utilizados 

em cada local de condução dos experimentos. 

Local 
Presença de bactérias diazotróficas 

UFC mL-1 

Marechal Cândido Rondon, PR 2,61 x 108 

Cruz Alta, RS 1,36 x 108 

Ibiraiaras, RS 2,25 x 108 

Pato Bragado, PR 6,62 x 108 
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2.3.3 Semeadura 

 

A semeadura foi realizada com o auxílio de semeadora manual (matracas), 

distribuindo-se 5 sementes por metro no sulco de semeadura. Cada parcela 

experimental foi constituída de 6 linhas de 70 cm de espaçamento com 5 metros de 

comprimento e 3,5 de largura, totalizando 17,5 m2. As sementes de milho utilizadas 

nos experimentos foram tratadas com fungicida Captan 750 TS (trichloromethylthio; 

cyclohex-4enedicarboximide) na dose de 0,2 kg por 100 kg de sementes, bem como, 

com o inseticida CropStar (Imidacloprido; Tiodicarbe) na dose de 0,2 L por 100 kg de 

sementes. 

A data de realização da semeadura e os híbridos de milho utilizados em cada 

local de condução dos experimentos encontra-se na Tabela 7.  

Tabela 7. Data de realização da semeadura, híbridos de milho utilizados e 

tratamento de semente utilizado em cada local de condução dos experimentos. 

Local Data Híbrido de milho 

Marechal Cândido Rondon, PR 05/10/2010 DKB 390  

Cruz Alta, RS 21/10/2012 30F53H 

Ibiraiaras, RS 22/10/2012 DKB 240 PRO 

Pato Bragado, PR 14/10/2012 30F53 

 

 

2.4 Variáveis avaliadas 

 

2.4.1 Variáveis biométricas 

 

No momento em que as plantas se encontravam no estádio vegetativo com 

oito folhas totalmente expandidas (V8), foram realizadas as avaliações biométricas, 

sendo retiradas três plantas de forma aleatória dentro da área útil de cada parcela 

experimental. Foram mensuradas as seguintes variáveis: 
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2.4.1.1 Diâmetro basal do colmo  

 

Antes da coleta foi realizado em cada planta a medida do diâmetro basal do 

colmo a 5 cm da superfície do solo (com auxílio de um paquímetro digital). 

 

 

2.4.1.2 Massa seca da parte aérea 

 

As plantas foram acondicionadas em sacos de papel kraft, devidamente 

identificados e posteriormente levadas para a secagem em estufa de circulação 

forçada de ar a 65°C ± 2 °C por 120 h, em seguida as mesmas foram retiradas dos 

sacos, pesadas em balança de precisão e os resultados foram expressos em g  

planta-1. 

 

 

2.4.2 Análise dos teores de nitrogênio das folhas 

 

A coleta de tecido foliar para a análise dos teores de N, foi realizada no 

período do florescimento caracterizado pelo aparecimento dos estilos-estigmas na 

parte externa da espiga, sendo coletada a folha localizada abaixo da inserção da 

espiga principal de cada planta, num total de 10 folhas por unidade experimental, 

seguindo a metodologia proposta por Malavolta et al. (1997).  

Posteriormente, as folhas foram lavadas em água destilada, armazenadas em 

sacos de papel Kraft identificados e, as plantas secas em estufa de circulação 

forçada de ar a 65°C ± 2 °C por 72h. Após este procedimento, as folhas foram 

moídas, sendo retirada uma amostra de cada de 0,2 g que foram submetidas à 

digestão sulfúrica. A partir dessa foi determinado o teor de nitrogênio do tecido foliar 

por destilação por arraste de vapores de acordo com a metodologia proposta por 

Tedesco et al. (1995). 

 

 

2.4.3 Componentes da produção e produtividade 

 

Para a determinação dos componentes de produção foram amostradas 10 
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espigas de cada parcela experimental de forma aleatória, determinando-se os 

componentes de produção, diâmetro de espiga (mm), número de grãos por fileira e 

massa de mil grãos, sendo essa última determinada segundo Brasil (2009). 

A produtividade foi determinada a partir da trilhagem dos grãos de todas as 

espigas coletadas na área útil de cada parcela experimental, sendo os resultados 

expressos em Kg ha-1 após a correção da umidade dos grãos para 13% (base 

úmida). 

 

 

2.4.4 Análise dos teores de nitrogênio dos grãos 

 

Após a determinação da produtividade, foram retiradas amostras dos grãos 

para posterior moagem em moinho de facas e passadas em peneira de 2 mm para a 

determinação dos teores de N, conforme metodologia descrita anteriormente. 

 

 

2.5 Análise estatística 

 

Após tabulados os dados foram submetidos à análise de variância pelo 

programa SISVAR (FERREIRA, 2008) e as médias comparadas pelo teste de Tukey 

a 5% de probabilidade. 
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3 RESULTADOS 

 

Na figura 1, são apresentadas as médias mensais de precipitação 

pluviométrica observadas durante os meses de condução dos experimentos. 

Observa-se que durante a safra 2010/2011, em Marechal Cândido Rondon, PR 

(Figura 1A) e 2011/2012, em Ibiraiaras, RS (Figura 1D) a precipitação foi adequada 

para o desenvolvimento da cultura (Tabelas 8 e 11). 

Na avaliação da precipitação ocorrida durante a safra 2011/2012 nos 

municípios de Pato Bragado, PR e Cruz Alta, RS pode-se observar que as médias 

mensais de precipitação ocorridas durante os meses de novembro e dezembro 

foram inferiores ao esperado (Figura 1 B e 1C), o que comprometeu a produtividade 

da cultura em ambos os locais (Tabelas 9 e 10). 

 

Figura 1. Acúmulo mensal de precipitação, médias de temperatura máxima, média e 
mínima dos quatro locais durante a condução dos experimentos. Marechal Cândido 
Rondon, PR (A), Pato Bragado, PR (B), Cruz Alta, RS (C) e Ibiraiaras, RS (D). 

 

Na Tabela 8 são apresentados os resultados obtidos no experimento 

realizado no município de Marechal Cândido Rondon, PR. Pode-se observar que 

houve diferença significativa para a maioria das variáveis analisadas, exceto em 

relação aos teores de nitrogênio dos grãos e das folhas de milho. Em relação ao 

diâmetro do colmo das plantas de milho, observa-se que o tratamento que utilizou 60 
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kg ha-1 de nitrogênio associado à inoculação das sementes com A. brasilense 

(estirpes Ab-V5 + Ab-V6) na dosagem de 200 mL para 50 kg de sementes resultou 

em plantas com colmos mais espessos quando comparado aos demais tratamentos. 

Também, podem ser destacados os resultados de diâmetro do colmo obtidos pelos 

tratamentos com as doses intermediarias de inoculante (100 e 150 mL para 50 Kg 

de sementes), que foram semelhantes estatisticamente às plantas fertilizadas com 

120 kg ha-1 de nitrogênio, sendo superiores estatisticamente ao controle sem 

nitrogênio e ao tratamento fertilizado com 60 kg ha-1 de nitrogênio, ambos sem 

inoculação de A. brasilense. 

Quanto à massa seca total, verifica-se que a inoculação das sementes com 

200 mL de inoculante associado a 60 kg ha-1 de nitrogênio resultou em plantas com 

maior massa se comparada aos tratamentos não inouclados, exceto em relação à 

dose de 120 kg ha-1 de nitrogênio que se manteve em igualdade (Tabela 8). 

 

Tabela 8. Médias para diâmetro do colmo (DC), massa seca total (MST), massa de 
1000 grãos (M1000), número de grãos por fileira (NGF), teor de nitrogênio dos grãos 
(NGRA), teor de nitrogênio das folhas (NF) e produtividade (PROD) do híbrido DKB 
390, em função da inoculação das sementes com diferentes doses do inoculante a 
base da bactéria Azospirillum brasilense e adubação nitrogenada, Marechal Cândido 
Rondon, PR, 2010/2011. 

Tratamentos D.C   MST M1000 NGF NGRA NF PROD 

 mm -------------g------------- -- -----g Kg-1----- Kg ha-1 

0 N  24,19 c   96,72 d 340,68 c 33,20 b 32,23 47,01 5383 c 

60 N 24,68 c 117,96 cd 373,63 b 35,07 ab 34,18 51,35 6094 bc 

120 N 26,83 b 163,49 ab 386,96 a 35,15 ab 34,32 51,64 6191 bc 

Az 100 26,19 b 137,11 bc 375,56 b 35,05 ab 33,96 51,47 6476 bc 

Az 150 26,50 b 140,60 abc 390,07 a 36,35 a 35,64 49,36 6623 b 

Az 200 29,10 a 169,68 a 392,10 a 37,52 a 34,17 49,71 8024 a 

C.V. (%)    4,79   16,04 6,63 5,47   7,97  9,88 10,37 

Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem significativamente pelo teste Tukey a 0,05% 
de probabilidade. 

 

Considerando-se ainda os resultados apresentados na Tabela 8 verifica-se 

que a inoculação das sementes do Híbrido DKB 390 com A. brasilense nas doses de 

150 e 200 mL por 50 Kg de sementes, resultou em espigas com maior número de 

grãos por fileira quando comparado com o tratamento controle (0 N). Em relação aos 
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demais tratamentos não foram observadas diferenças significativas. Para à massa 

de mil grãos do híbrido DKB 390, pode-se observar que os tratamentos com a dose 

de 120 kg ha-1 de nitrogênio e A. brasilense nas doses de 150 e 200 mL de 

inoculante por 50 Kg de sementes, resultaram em grãos com maior massa em 

relação aos demais tratamentos utilizados. 

A produtividade do híbrido DKB 390 (Dekalb®) foi influenciada positivamente 

quando realizou se a inoculação das sementes com a dose de 200 mL do inoculante 

formulado a base das estipes Ab-V5 e Ab-V6 da bactéria A. brasilense para 50 Kg 

de sementes, tendo alcançado médias de produtividade significativamente 

superiores em relação aos demais tratamentos utilizados (Tabela 8). 

Os resultados obtidos no experimento realizado no município de Pato 

Bragado, PR com o híbrido de milho 30F53 (Pioneer®) são apresentados na Tabela 

9. Observa se que houve efeito significativo dos tratamentos com a inoculação das 

sementes apenas para as variáveis de número de grãos por fileira e produtividade. 

Pode-se verificar que a utilização do tratamento com A. brasilense na dose de 200 

mL para 50 Kg de sementes resultou em espigas com maior número de grãos por 

fileira quando comparado aos demais tratamentos, exceto em relação A. brasilense 

na dose de 150 mL para 50 Kg de sementes, tendo este superado os tratamentos 

que não utilizaram a inoculação. 

Em relação à produtividade alcançada no município de Pato Bragado, 

observa se que esta foi baixa se comparada aos patamares produtivos da região 

Oeste do Estado do Paraná (Tabela 9). Isso pode ser explicado em função do baixo 

acúmulo de precipitação ocorrido na região durante a safra 2011/2012 neste 

município (Figura 1B). Entretanto, fica evidente a influência positiva da inoculação 

das sementes com A. brasilense indiferente da dose de inoculante aplicado. A 

tecnologia em questão resultou em valores superiores de produtividade em relação 

aos tratamentos controle (0 N) e a dose de 60 kg ha-1 de nitrogênio. Também pode 

ser observado, que o tratamento com a maior dose de nitrogênio (120 kg ha-1) se 

manteve em igualdade a todos os tratamentos utilizados no presente trabalho. 

 

 

 

 



105 
 

 
 

Tabela 9. Médias para diâmetro do colmo (DC), massa seca total (MST), massa de 
1000 grãos (M1000), número de grãos por fileira (NGF), teor de nitrogênio dos grãos 
(NGRA), teor de nitrogênio das folhas (NF) e produtividade (PROD) do híbrido 
30F53, em função da inoculação das sementes com diferentes doses do inoculante 
a base da bactéria Azospirillum brasilense e adubação nitrogenada, Pato Bragado, 
PR, 2011/2012. 

Tratamentos D.C   MST M1000 NGF NGRA NF PROD 

 mm g -- g Kg-1 Kg ha-1 

0 N 23,79  166,28 301,75 21,52 c 16,12 11,59 2439 b 

60 N 25,54  216,84  304,75 22,19 c 17,28 12,47 2438 b 

120 N 25,02  195,07  307,25 21,20 c 16,40 17,72 2874 ab 

Az 100 25,08  184,19  297,75 23,62 bc 17,06 19,47 3405 a 

Az 150 25,30  205,58  297,75 25,80 ab 17,28 20,56 3460 a 

Az 200 23,94  200,05  312,25 27,85 a  17,81 19,03 3564 a 

C.V. (%) 4,79 15,24 6,63 3,04 7,97 9,88 17,96 

Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem significativamente pelo teste Tukey a 0,05% 
de probabilidade. 

Observa-se que o diâmetro do colmo foi influenciado positivamente pela 

inoculação das sementes com A. brasilense. Quando se utilizou 60 Kg de nitrogênio 

+ A. brasilense nas doses de 150 e 200 mL por 50 kg de sementes estes 

tratamentos foram superiores estatisticamente para esta variável. O número de 

grãos por fileira respondeu à aplicação de nitrogênio e inoculação de A. brasilense, 

sendo estes tratamentos superiores à testemunha sem inoculação e sem aplicação 

de nitrogênio. Verifica-se também na Tabela 10, que houve diferença significativa 

entre os tratamentos em relação ao teor de nitrogênio das folhas, porém, observa se 

que o tratamento controle (sem aplicação de nitrogênio e sem inoculação) foi 

superior quando comparado à dose de 60 kg ha-1 + A. brasilense na dose de 100 mL 

para 50 kg de sementes. 

Em relação à produtividade obtida no experimento realizado no município de 

Cruz Alta, PR com o híbrido 30F53H, observa se que estas foram inferiores a média 

de produtividade da região, tendo esse fato ocorrido em função da baixa de 

precipitação durante os meses de condução do experimento (Figura 1C). Para tanto, 

não foram observadas diferenças significativas em relação à produtividade entre os 

tratamentos utilizados no trabalho (Tabela 10). 
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Tabela 10. Médias para diâmetro do colmo (DC), massa seca total (MST), número 
de grãos por fileira (NGF), massa de 1000 grãos (M1000), teor de nitrogênio dos 
grãos (NGRA), teor de nitrogênio das folhas (NF) e produtividade (PROD) do híbrido 
30F53H, em função da inoculação das sementes com diferentes doses do inoculante 
a base da bactéria Azospirillum brasilense e adubação nitrogenada, Cruz Alta, RS, 
2011/2012. 

  Tratamentos D.C   MST M1000 NGF NGRA NF PROD 

 mm g -- g Kg-1 Kg ha-1 

0 N 23,53 b1 188,98 290,78 24,47 b  12,91  14,58 a 3466 

60 N 23,52 b 232,41 289,02  26,23 ab 14,65 12,69 ab 3466 

120 N 23,16 b 191,11 295,78 30,41 a 15,16 11,81 ab 3827 

Az 100 24,08 b 197,80 293,95 30,04 a 15,09 11,59 b 2684 

Az 150 26,86 a 189,53 285,95 29,23 a 14,87 12,25 ab 3462 

Az 200 27,32 a 228,14 300,26 29,95 a 14,44 12,03 ab 4095 

C.V. (%) 4,05 14,77 5,86 7,97 8,52 9,80 18,32 
1
Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem significativamente pelo teste Tukey a 0,05% 

de probabilidade. 

Na Tabela 11 são apresentados os valores médios referentes ao desempenho 

agronômico do híbrido DKB 240 PRO (Dekalb®) no município de Ibiraiaras, RS, em 

função dos tratamentos. A análise dos dados demonstrou que das características 

avaliadas, o diâmetro do colmo, a massa seca total e o teor de nitrogênio das folhas 

foram influenciados pelos tratamentos utilizados.  

Para os resultados de diâmetro do colmo das plantas de milho que as médias 

obtidas em função da inoculação das sementes com as doses de 100 e 150 mL do 

inoculante, foram superiores quando comparadas aos tratamentos com a dose de 60 

Kg ha-1 sem a inoculação das sementes e ao tratamento controle (sem aplicação de 

nitrogênio e sem inoculação). Porém, quando comparado aos demais tratamentos 

não foram observadas diferenças significativas (Tabela 11). 

Em relação à massa seca das plantas de milho, pode se observar que a 

inoculação com a dose de 150 mL do inoculante associados à dose de 60 Kg ha-1 de 

nitrogênio resultou em valores superiores quando comparado à dose de 60 Kg ha-1 

de nitrogênio sem a inoculação das sementes, sendo que para os demais 

tratamentos não foram observadas diferenças significativas (Tabela 11).   

O teor de nitrogênio nas folhas de milho foi influenciado pelos tratamentos, o 

tratamento controle (sem nitrogênio e sem inoculação) resultou em valores 

significativamente inferiores aos obtidos nos demais tratamentos utilizados no 

presente trabalho (Tabela 11). 
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Tabela 11. Médias para diâmetro do colmo (DC), massa seca total (MST), número 
de grãos por fileira (NGF), massa de 1000 grãos (M1000), teor de nitrogênio dos 
grãos (NGRA), teor de nitrogênio das folhas (NF) e produtividade (PROD) do híbrido 
DKB 240 PRO, em função da inoculação das sementes com diferentes doses do 
inoculante a base da bactéria Azospirillum brasilense e adubação nitrogenada, 
Ibiraiaras, RS, 2011/2012. 

  Tratamentos D.C   MST M1000 NGF NGRA NF PROD 

    mm g -- g Kg-1 Kg ha-1 

0 N 31,34 b 167,10 ab  438,90 40,0 13,41 13,40 b 6517 

 60 N 30,57 b 155,49 b 439,57 40,3 15,09 16,41 a 5896 

120 N 33,94 ab 176,35 ab 443,76 39,8 14,87 15,97 a 6572 

Az 100 36,18 a 179,17 ab 444,55 40,6 13,56 16,41 a 7114 

Az 150 37,52 a 216,13 a 447,25 40,5 14,22 16,92 a 6438 

Az 200 33,96 ab 180,40 ab 452,41 39,5 14,00 15,75 a 5811 

C.V. (%) 5,29 13,19 7,18 4,21 12,50 6,05 12,35 

Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem significativamente pelo teste Tukey a 0,05% 
de probabilidade. 

Em uma análise geral das médias de produtividade dos quatro experimentos 

realizados (Figura 2), pode se observar que a utilização do inoculante a base das 

estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de A. brasilense, indiferente da dose (100, 150 e 200 mL) e 

híbrido de milho utilizado, resultou em incrementos de 446, 522 e 900 Kg ha-1
, 

respectivamente, quando comparados com o tratamento com a dose de 60 Kg ha-1 

de nitrogênio sem inoculação das sementes. Quando realizada a mesma 

comparação, porém, com a média do tratamento com a dose de 120 Kg ha-1 dos 

quatro experimentos, os ganhos foram de 53, 109 e 507 Kg ha-1, em relação aos 

tratamentos, Az 100, Az 150 e Az 200, respectivamente (Figura 2). Considerando-se 

o desempenho de cada tratamento utilizado nos experimentos, observa-se que a 

aplicação 60 Kg ha-1 + A. brasilense na dose de 200 mL para 50 Kg de sementes, 

resultou em maior incremento médio na produtividade (5373,5 Kg ha-1). 
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Figura 2. Médias de produtividade de quatro experimentos com a cultura do milho, 
inoculadas e não inoculadas com A. brasilense estirpes Ab-V5 e Ab-V6 associada a 
aplicação de 60 Kg ha-1 de nitrogênio. 
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4 DISCUSSÃO 

 

De maneira geral a utilização de A. brasilense, teve efeito significativo, 

possibilitando incrementos nos estágios vegetativo e reprodutivo das plantas de 

milho.  

Um ponto que deve ser destacado são as características do inoculante 

utilizado nos experimentos, sendo que este continha como princípio ativo as estirpes 

Ab-V5 e Ab-V6 da bactéria A. brasilense. Ambas as estirpes possuem 

recomendação do Ministério da Agricultura e Pecuária e Abastecimento (MAPA). 

Também, deve ser considerado o fato de que a contagem do número de células 

viáveis por mL de inoculante encontrava-se no mínimo em 1,36 x 108, contagem 

essa acima do mínimo recomendado pelo MAPA para a formulação de inoculantes 

de gramíneas, demonstrando que o material fornecido pela empresa produtora está 

dentro dos padrões de qualidade exigidos. 

Em relação aos resultados obtidos em cada local de realização dos 

experimentos, observou-se que a influência das condições climáticas foi fator 

limitante para os índices de produtividade em ao menos dois locais de realização 

dos trabalhos. O baixo acúmulo de precipitação mensal (Figuras 1 B e C) ocorrida 

durante a safra 2011/2012 nos municípios de Pato Bragado, PR e Cruz Alta, RS, 

resultou na redução de mais de 50% na produção se comparado à média produtiva 

de ambas a regiões. Entretanto, nos experimentos realizados nos municípios de 

Marechal Cândido Rondon, PR e Ibiraiaras, RS a precipitação se manteve dentro 

das expectativas, não tendo esse fator influenciado nos índices de produtividade em 

ambos os locais. 

A avalição isolada de cada local de realização dos experimentos, bem como, 

do híbrido utilizado, demonstrou que no experimento realizado em Marechal Cândido 

Rondon, PR, a inoculação com A. brasilense foi positiva, tendo influenciado 

significativamente as variáveis de diâmetro do colmo, massa seca total, massa de 

mil grão e produtividade (Tabela 8). Da mesma forma, os resultados obtidos em Pato 

Bragado, PR, também apresentaram efeito positivo da inoculação com A. brasilense, 

tendo o uso dessa tecnologia incrementado significativamente o número de grãos 

por fileira e a produtividade final do híbrido 30F53 (Tabela 9).  

Quanto aos resultados do experimento realizado em Cruz Alta, RS, as 

respostas para a produtividade de grãos não foram significativas para a inoculação 
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com A. brasilense. Entretanto, foram observados ganhos de 18 e 7% na 

produtividade quando comparado ao tratamento que utilizou 200 mL de inoculante, 

com os de 60 e 120 kg ha-1 de nitrogênio, respectivamente. Durante o período 

vegetativo da cultura a inoculação proporcionou ganhos significativos na espessura 

do colmo e massa da parte aérea das plantas (Tabela 10).   

Okon e Labandera-Gonzáles, (1994) ao avaliarem vinte anos de estudos com 

a inoculação de Azopsirillum sp. verificaram efeito positivo em 60 a 70%  dos 

experimentos. Nesse sentido, os efeitos benéficos da inoculação com A. brasilense 

vêm sendo difundidos em diversos trabalhos na literatura (DÖBEREINER e 

BALDANI, 1982; REYNDERS e VLASSAK, 1982; BODDEEY et al., 1986; 

DÖBEREINER e SALOMONE, 1995; SALOMONE e DÖBEREINER, 1996; 

CAVALLET et al., 2000; ZEHNDER et al., 2001; HUNGRIA et al., 2010; GARCIA de 

SALOMONE et al., 2010), que atribuem o maior desenvolvimento das plantas, bem 

como, os incrementos obtidos em produtividade, as características que essas 

bactérias possuem em sintetizar fitormônios relacionados ao crescimento vegetal 

como as auxinas, giberilinas e citocininas e ainda pela disponibilização do N2 

presente no solo em formas absorvíveis para as plantas. Além disso, as bactérias 

fixadoras de nitrogênio podem controlar os níveis de etileno nas plantas, reduzindo 

efeitos que o excesso desse hormônio pode causar (GROSH et al., 2003; 

GOVINDASAMY et al., 2008; DUAN et al., 2009). 

As rizobatérias promotoras do crescimento vegetal, incluindo as da espécie A. 

brasilense são eficazes em influenciar a capacidade das plantas para que estas 

venham a se restabelecer mais rapidamente sob condições estressantes. Neste 

sentido, a efetividade dos efeitos benéficos de A. brasilense no crescimento e 

desenvolvimento das plantas pode ser, além de outros efeitos, atribuída a baixa 

disponibilidade de água no solo. Segundo Cavallet et al. (2000), a inoculação com A. 

brasilense modifica a morfologia do sistema radicular das plantas, incrementando o 

diâmetro das raízes laterais e adventícias, bem como, aumentando o número de 

pelos radiculares. Dessa maneira, o incremento do sistema radicular das plantas em 

função da inoculação com A. brasilense proporciona maior longevidade dos tecidos 

durante os períodos de seca, aumentando também a atividade fotossintética, o 

acúmulo de fotoassimilados para os grãos ou ainda a absorção de nutrientes pelas 

plantas (DIDONET et al., 2000). Além disso, sabe-se que a contribuição da fixação 

biológica de nitrogênio por essa espécie de bactéria para culturas como milho e trigo 
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é entre 5 e 18 %, se fazendo necessário considerar a ação dos mecanismos de 

promoção do crescimento e não apenas a contribuição pela fixação biológica de 

nitrogênio (BASHAN et al., 1989), o que explica as muitas respostas negativas em 

relação ao acúmulo de nitrogênio nos tecidos das plantas inoculadas. 

A deficiência hídrica associada a altas temperaturas pode alterar a fisiologia 

das plantas de milho, reduzindo acentuadamente a taxa de crescimento das gemas 

axilares, pois essa cultura tende a priorizar o crescimento apical. Essa característica 

faz com que ocorra uma defasagem temporal entre o desenvolvimento do pendão e 

da espiga (SANGOI, 1996). Devido ao período de liberação de pólen ocorrer 

rapidamente, uma pequena defasagem entre a o florescimento masculino e feminino 

pode comprometer a fertilização, reduzindo o número de grãos por espiga e o 

rendimento da cultura (BOLAÑOS e EDMEADES, 1996). Além disso, os grãos de 

pólen que alcançam o estilo estigma podem não germinar em função de seu 

ressecamento, que pode ocorrer sob condições de baixa umidade relativa e altas 

temperaturas (SANGOI et al., 2010). Assim, pode se fazer uma relação entre os 

resultados obtidos no experimento realizado no município de Pato Bragado, PR, pois 

se verificou uma grande redução no número de grãos por espiga nesse local, o que 

refletiu na produtividade da cultura. Porém nesse caso, a inoculação com A. 

brasilense pode ter influenciado positivamente, reduzindo os efeitos deletérios 

resultantes da baixa umidade e altas temperaturas (Tabela 9). 

No experimento realizado em Ibiraiaras, foi observada baixa influência para a 

inoculação com A. brasilense, sendo verificado o efeito apenas para a variável de 

diâmetro do colmo das plantas de milho do híbrido DKB 240 PRO (Tabela 11). A não 

diferença de produtividade entre os tratamentos com e sem inoculação, bem como, 

entre as doses de nitrogênio utilizadas no experimento realizado no município de 

Ibiraiaras pode ser explicada em função da área utilizada para a realização do 

experimento possuir um histórico da alta tecnologia relacionada à fertilização, 

excelentes condições climáticas para o desenvolvimento da cultura, utilização de 

plantio direto a mais de 20 anos, sendo realizada a manutenção anual do resíduo 

orgânico com a semeadura de plantas de cobertura durante o inverno. A associação 

dessas técnicas de manejo aliada a alta fertilidade do solo verificada na análise 

química (Tabela 3) influenciou o crescimento e desenvolvimento da cultura de tal 

maneira, que não houve resposta de nenhum dos tratamentos utilizados. 
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A utilização do sistema de plantio direto após vários anos pode incrementar 

consideravelmente a quantidade de nitrogênio presente no solo (WIETHOLTER, 

1997).  Nesse sentido, Cerretta (1995), verificou que após nove anos em solo sob 

plantio direto os incrementos na quantidade de nitrogênio foram de 

aproximadamente 92% na forma de ácidos húmicos, sendo essa considerada uma 

das frações mais estáveis de matéria orgânica presente no solo. 

Os resultados demostraram que a utilização do inoculante para a cultura do 

milho, tendo como princípio ativo as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 da bactéria A. 

brasilense, quando associado à aplicação de doses intermediárias de nitrogênio 

resultou em médias equivalentes ou até superiores em relação à utilização da dose 

de fertilizante nitrogenado recomendada para a cultura. 
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5 CONCLUSÕES 

 

O inoculante formulado à base das estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de A. brasilense 

resultou em incrementos no desenvolvimento vegetativo da cultura nos quatro 

experimentos realizados. 

Entre as dosagens do inoculante utilizadas, a mais eficiente foi a de 200 mL 

do inoculante para 50 Kg de sementes que resultou nos maiores incrementos no 

estágio reprodutivo e na produtividade dos experimentos realizados em Marechal 

Cândido Rondon, PR e Pato Bragado, PR. 
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