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Orientador: Flávio A. de Oliveira Camargo 
 
 
 
 
 
RESUMO 
 

 Bactérias diazotróficas podem fixar nitrogênio e produzir auxinas, 
substâncias responsáveis pelo estímulo ao crescimento das plantas, podendo 
reduzir a utilização de fertilizantes nitrogenados na cultura do milho. Para testar 
esta hipótese, este trabalho teve como objetivo avaliar a inoculação de 
espécies de Azospirillum em sementes de genótipos de milho cultivados no 
estado do Rio Grande do Sul. A atividade experimental foi realizada em três 
etapas, tendo a primeira etapa o objetivo de selecionar em vasos, cultivares de 
milho eficientes na associação com uma espécie de Azospirillum, que resultou 
na seleção de dois híbridos cujo desempenho foi avaliado com a inoculação de 
uma mistura de três espécies de Azospirillum (segunda etapa – em vasos). A 
terceira etapa foi realizada em campo, em um Argissolo Vermelho Distrófico 
típico, onde três híbridos foram testados em tratamentos com e sem inoculação 
e adubação nitrogenada com o objetivo de avaliar a campo as características 
agronômicas das plantas.  O genótipo de milho influenciou na associação entre 
as bactérias e as plantas. A inoculação de bactérias diazotróficas aumentou o 
volume das raízes nas cultivares avaliadas. As raízes das plantas 
apresentaram maior população de diazotróficos do que os colmos. A 
inoculação a campo aumentou o rendimento da massa seca da parte aérea 
híbridos AS 1575 e SHS 5050. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                 
1 Dissertação de Mestrado em Ciência do Solo. Faculdade de Agronomia, Universidade Federal 
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre (63 p.) – Fevereiro, 2009. 
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ABSTRACT 
 
Diazotrophic bacteria are able to fix nitrogen and produce auxins 

which are substances which increase plant growth reducing the use of nitrogen 
fertilizers. To test this hypothesis, this work was carry out aiming to evaluate the 
inoculation of Azospirillum species in maize cultivars cropped in Rio Grande do 
Sul / Brazil. The experimental activity was conducted in three steps, being the 
first step the selection in pots of maize cultivars, effective in association with 
one Azospirillum specie, which resulted in the selection of two cultivars whose 
performance was evaluated with the inoculation of a mixture of three species of 
Azospirillum (second step – in pots). The third step was conducted in an 
Argissolo Vermelho Distrófico, where three hybrids were tested in treatments 
with and without inoculation and nitrogen fertilizer. This last step had the 
objective to evaluate in field conditions the agronomic performance of corn 
hybrid inoculated with diazotrophic bacteria. The genotype of plant development 
influenced the association between the bacteria and plants. The inoculation 
increased the total volume of roots. The bacterial population was higher in roots 
in relation to the stem. On the third step, it was observed with the inoculation an 
increase in dry matter yield of the AS 1575 and the SH 5050 cultivars.   

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 
2 M. Sc.Dissertation in Agriculture (Soils). Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do 
Rio Grande do Sul, Porto Alegre (63 p.) – February, 2009. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

O milho é uma das principais culturas de importância econômica para 

o estado do Rio Grande do Sul e necessita grandes quantidades de nitrogênio 

(N) para complementar a quantidade suprida pelo solo, e/ou adicionada ao solo 

na semeadura e em cobertura, quando se deseja produtividade elevada. Além 

do alto custo deste insumo, os riscos de poluição ambiental decorrentes da 

adubação nitrogenada podem ser elevados, especialmente em condições de 

intensa precipitação e altas doses de adubação. A safra brasileira de milho de 

2007/08 teve uma produção de 58 milhões de toneladas (CONAB, 2008). Em 

média se utilizam 22 kg de N para cada 1.000 quilos de grãos produzidos, 

sendo assim, estima-se que foram utilizados 2.890 mil toneladas de uréia (45% 

N) para esta produção nesta safra.  

Tendo em vista os custos ambientais e econômicos e o fato de que o 

Brasil importa atualmente 70% da uréia utilizada na agricultura (Bonifácio & 

Sousa, 2007), se faz necessário encontrar alternativas viáveis que visem a 

redução no seu uso. Deste modo, a inoculação de bactérias diazotróficas pode 

ser uma alternativa biotecnológica na busca pela sustentabilidade, visto que 

estes microrganismos podem atuar na disponibilidade de N para a planta, além 

de produzirem auxinas, substâncias responsáveis pelo estímulo ao crescimento 

das plantas, podendo desta maneira reduzir a utilização de uréia na cultura do 

milho (Reis, 2006).  

Entre as bactérias diazotróficas, destacam-se as do gênero 

Azospirillum, que podem colonizar as raízes e o colmo da planta, sem causar 

sintomas de doença (Terver & Hollis, 2002). Os mecanismos de promoção de 

crescimento vegetal  incluem  ações  diretas  como  a fixação  biológica  de  

nitrogênio  (Baldani  et  al.,  1997),  produção  de  reguladores  de crescimento 
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vegetal (Cassán et al., 2001), solubilização de fosfato inorgânico (Verma et  al.  

2001),  e  ações  indiretas  como  o  controle  biológico  (Kloepper  et  al.  1999; 

Benchimol et al. 2000), produção de sideróforos (Lodewyckx et al. 2002) e 

indução de  resistência  sistêmica  no  hospedeiro  (Jetiyanon  &  Kloepper,  

2002).  

A colonização de plantas de milho por bactérias diazotróficas pode 

ser afetada por muitos fatores bióticos e abióticos, e a simples presença destas 

bactérias na planta não é indicativo de promoção de crescimento, visto que 

bactérias diazotróficas nativas geralmente não são eficientes na fixação de N. 

Por este motivo, as pesquisas devem selecionar bactérias eficientes, com 

potencial de fixação de N e de produção de substâncias promotoras do 

crescimento de plantas e competitivas com outras estirpes nativas ou com 

outros componentes da microbiota do solo, assim como, selecionar genótipos 

de milho aptos a associarem-se às bactérias.  

Diversos estudos com bactérias diazotróficas têm sido realizados no 

Brasil, porém a grande maioria é realizada “in vitro”, em vasos ou tanques. 

Questões fisiológicas, genéticas e bioquímicas a respeito de muitos 

diazotróficos já foram abordadas, porém experimentos a campo se fazem 

estritamente necessários quando se deseja obter dados sobre a interação 

planta-bactéria-ambiente, visto que um dos objetivos do estudo sobre 

diazotróficos é fazer desta tecnologia uma alternativa para os agricultores e, 

para tal, precisa ser viável agronomicamente.  

Com base nos pontos abordados anteriormente, supõe-se que a 

inoculação de linhagens selecionadas de Azospirillum em milho possa reduzir a 

necessidade de adubação nitrogenada nesta cultura, bem como é possível que 

o genótipo da planta desempenhe papel essencial na colonização das 

bactérias. Esta colonização poderá mais efetiva quando inoculado uma mistura 

de espécies de diazotróficos, visto que os fatores edafoclimáticos do local de 

cultivo podem beneficiar algumas espécies ou linhagens e prejudicar outras, 

aumentando assim a probabilidade de sucesso da inoculação. 

Tendo em vista a melhor exploração do potencial das bactérias 

diazotróficas na agricultura, o presente estudo teve como objetivo geral avaliar 

a inoculação de espécies de Azospirillum em sementes de genótipos de milho 

cultivados no estado do RS. Especificamente, o trabalho visa numa primeira 
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etapa a seleção de cultivares com alto e baixo potenciais de associação com 

as bactérias, para serem testadas na segunda etapa, com e sem adubação 

nitrogenada, em dois estádios de desenvolvimento das plantas. A terceira 

etapa visa testar três híbridos a campo com e sem inoculação de três espécies 

de Azospirillum, com e sem adubação nitrogenada, em um Argissolo Vermelho 

Distrófico típico.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

        Neste item será abordada a importância da fixação biológica do N 

em gramíneas, assim como aspectos fisiológicos das bactérias utilizadas neste 

trabalho e fatores importantes a serem considerados quanto à inoculação de 

bactérias diazotróficas no milho.    
 

2.1 Fixação biológica de nitrogênio em gramíneas 
 
O nitrogênio (N) é um dos principais componentes das biomoléculas, 

fazendo parte da estrutura de ácidos nucléicos, aminoácidos, proteínas, etc, o 

que o torna, portanto, essencial à sobrevivência e ao crescimento dos 

organismos. Embora constitua quase 80% da atmosfera terrestre, o N gasoso, 

N2, é quimicamente inerte a temperaturas atmosféricas e, diferentemente de 

outros elementos que ocorrem na natureza, suas reservas minerais são 

relativamente raras.  A reação de redução de N atmosférico a amônia – fixação 

de N – requer uma energia de ativação extremamente alta, não ocorrendo 

espontaneamente sem a presença de catalisadores adequados. Na indústria, 

por exemplo, o processo de fixação de nitrogênio desenvolvido por Harber–

Bosch para síntese de amônia emprega temperaturas entre 300 e 500°C e 

pressões acima de 300 atm, sendo utilizados catalisadores à base de ferro 

(Kim & Rees, 1994).  A principal finalidade da amônia produzida é a fabricação 

de fertilizantes, sendo que mais de 100 milhões de toneladas são anualmente 

utilizadas na agricultura, uma demanda que implica em altos custos financeiros, 

energéticos e ambientais (Newton, 2000). 

Na natureza, somente um pequeno número de microrganismos, 

denominados diazotróficos, ou fixadores de nitrogênio, é capaz de reduzir 
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nitrogênio atmosférico a amônia. Esse processo que é chamado fixação 

biológica do nitrogênio (FBN), é realizado pelo complexo protéico da 

nitrogenase, a enzima que catalisa a reação (Eady & Postgate, 1974). 

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

reservas geoquímicas de N se tornaram escassas na biosfera. O esgotamento 

dos óxidos de N (nitratos e nitritos) pelos organismos teria, provavelmente, 

limitado seu crescimento, ocasionando uma pressão seletiva que favoreceu o 

aparecimento da diazotrofia. A capacidade de fixar N seria, portanto, um evento 

relativamente precoce na evolução dos procariontes e anterior ao surgimento 

da fotossíntese (e conseqüente aumento da concentração de oxigênio livre na 

atmosfera), uma vez que a nitrogenase é extremamente sensível à 

desnaturação por oxigênio (Newton, 2000).  

Estima-se que aproximadamente 5% das bactérias procarióticas têm 

os genes responsáveis pelo processo biológico de fixação de nitrogênio 

(Raymond et al., 2004) sendo estes distribuídos nos cromossomos ou em 

plasmídeos. A FBN contribui com a maior parte do N fixado anualmente na 

Terra: aproximadamente 175 milhões de toneladas, representando cerca de 

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

importante do planeta depois da fotossíntese, juntamente com a decomposição 

orgânica (Moreira & Siqueira, 2006).  

Os melhores resultados da fixação biológica de nitrogênio como 

potencial biotecnológico têm sido demonstrados para a interação rizobium-

leguminosas. A possibilidade da ocorrência de aumentos significativos na 

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

arroz (Boddey et al., 1995a), cana-de-açúcar (James, 2000), milho, sorgo e 

trigo (Roncato-Maccari et al., 2003) também tem sido descrita. Entre estas 

culturas, a cana-de-açúcar foi um dos melhores exemplos de associação com 

bactérias fixadoras de nitrogênio, devido à eficiência de uma espécie 

bacteriana usualmente utilizada nesta cultura, Acetobacter diazotrophicus, em 

fixar N para a planta – aproximadamente 48% da necessidade de N da cultura 

(Lima et al., 1987; Oliveira et al., 2002). Entretanto, o milho apresenta grande 

potencial a ser explorado em termos da viabilidade da inoculação, pois pode 

ser colonizado simultaneamente por grande diversidade de bactérias 

diazotróficas (Roesch, 2007).  
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Bactérias diazotróficas que se associam a gramíneas e a cereais, 

possuem a capacidade de colonizar as raízes e outros tecidos internos do 

vegetal, sem causar sintomas de doenças, sendo consideradas promotoras de 

crescimento vegetal. Além de fixarem N atmosférico, produzem hormônios de 

crescimento como auxinas e giberelinas, que estimulam o crescimento vegetal, 

principalmente de raízes, atuando na maior absorção de nutrientes e água 

(Peoples et al., 1995; Fallik et al., 1988; Dobbelaere et al., 1999; Lambrecht et 

al., 2000; Lin et al., 1983). Podem agir como solubilizadores de fosfatos ou 

acelerar processos biológicos como a mineralização (Persello-Cartineaux et al., 

2003). Também podem agir no crescimento de forma indireta, protegendo a 

planta de fungos patógenos do solo ou de bactérias patogênicas através de 

vários mecanismos como produção de sideróforos, chitinases, glucanases e 

antibiose (Whipps, 2001).  

No processo da FBN, um dos complicadores é a transferência do N 

fixado para a planta, que ocorre muito lentamente e apenas uma pequena parte 

torna-se disponível para o vegetal (Dommelen et al., 1998). A morte e 

subseqüente mineralização de diazotróficos podem liberar significativas 

quantidades de N fixado (Lethbridge & Davidson, 1983; Lee et al., 1994), 

porém este processo é ineficiente e demorado quando comparado à fixação de 

N por microorganismos simbióticos em leguminosas (Mylona et al., 1995).  

Considerando a importância e a urgência do desenvolvimento de 

produtos que venham a substituir ou diminuir a utilização de energias não 

renováveis, a pesquisa sobre bactérias diazotróficas se faz necessária e pode 

trazer benefícios aos sistemas produtivos e à sustentabilidade da agricultura. 

 

2.2 Uso de Azospirillum como inoculante de cereais 
 
Dentre os microrganismos diazotróficos encontrados em associações 

com cereais e gramíneas, as espécies de Azospirillum constituem um dos 

grupos mais bem estudados atualmente, sendo numerosos os trabalhos sobre 

sua ecologia, fisiologia e genética (Baldani et al., 1997; Bashan & Holguin, 

1997).   

Reis Junior et al (2008) verificaram o comportamento de dois híbridos 

intervarietais de milho sob diferentes doses e formas de N e o efeito da 

inoculação com Azospirillum amazonense, em um ensaio em casa de 
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vegetação, e constataram que a inoculação com A. amazonense aumentou a 

produção de matéria seca e o acúmulo de N nas raízes. 

Em condições de campo, foram observados os benefícios e a 

viabilidade econômica da inoculação de novos isolados de bactérias 

diazotróficas endofíticas em genótipos de trigo sob diferentes doses de N. 

Observou-se ainda que a inoculação da estirpe IAC-AT-8-Azospirillum 

brasiliense aumentou o N acumulado na espiga (Rodrigues Sala et al., 2006).   

Um sumário de experimentos envolvendo a inoculação de 

Azospirillum em gramíneas conduzidos na década de 90 em diversos países 

tais como: Israel, França, Bélgica, Argentina, Uruguai, México e África do Sul 

foi publicado por Dobbelaere et al. (2001). Na Bélgica a inoculação de A. 

brasilense estirpe Sp245 e A. irakense KBC1  aumentaram  a  biomassa  seca  

de  plantas  de  trigo  em  62  e  46  % respectivamente. Outras revisões 

também apresentam resultados positivos do uso destes produtos para a 

agricultura (Kennedy et al., 2004; Lucy et al., 2004).  

Baldani et al. (1983) sugeriram que a superioridade  da  estirpe  Sp  

245  de A.  brasilense  nos  estudos  de  inoculação  em  trigo  deve  estar 

relacionada  com  a  seleção  inicial  e  uso  de  estirpes  homólogas.  Alguns 

estudos de inoculação em arroz mostraram resultados promissores para a 

inoculação de plantas com Herbaspirillum seropedicae (aumentos de 17-19% 

do N derivado de FBN) e Burkholderia sp. (11 a 20%) em experimento de 

vasos (Baldani, 1996).  Estes resultados indicam que a diversidade da 

população bacteriana diazotrófica pode auxiliar na efetivação da inoculação. 

Sumner (1990) descreveu um levantamento de dados sobre a aplicação de 

estirpes de Azospirillum em cereais e observou que 32 ensaios apresentaram 

respostas positivas à inoculação rendimento de grãos (dados entre os anos de 

1983 a 1985).  

De uma maneira geral, 60 a 70% dos experimentos citados por  

Okon  &  Labandera-Gonzalez  (1994),  mostraram incrementos  de  

rendimento  com  a  inoculação,  no  entanto,  somente  5-30%  apresentaram  

respostas estatisticamente significativas. Esta variabilidade pode estar 

relacionada interação planta-bactéria, bem como ao limitado conhecimento 

sobre o potencial de uso destes organismos.   
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Fazendo-se um balanço dos resultados de experimentos de 

inoculação com Azospirillum, verificou-se grande variabilidade nos resultados 

em  culturas  como  trigo, arroz, milho e sorgo,  onde  a média  de  incremento  

na produtividade está em torno de 20 a 30%. Embora inoculantes comerciais 

baseados em Azospirillum já estejam comercialmente disponíveis em alguns 

países,  a sua aplicação ainda é restrita devido a limitações e a inconsistências 

no desempenho do processo de colonização da planta pelas bactérias 

(Morrissey et al. 2004).  

 

2.3 Aspectos fisiológicos, morfológicos e bioquímicos de 

Azospirillum  
 

 O gênero Azospirillum compreende bactérias diazotróficas de vida 

livre amplamente encontradas em solos de clima tropical e subtropical, em 

associação com as raízes de gramíneas de grande importância econômica, 

como milho, arroz, trigo e diversas forrageiras, além de outras espécies 

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

contém A. brasilense ou A. lipoferum (Döbereiner & Day, 1976).  

São bactérias Gram-negativas, em forma de bastonete e usualmente 

uniflageladas, apresentando um movimento vibróide característico. A. 

brasilense, A. irakense, A. largimobile e A. lipoferum possuem um padrão 

flagelar misto, em que um flagelo polar é sintetizado durante o crescimento em 

meio líquido e vários flagelos laterais são adicionalmente sintetizados durante o 

crescimento em meio sólido (Hall & Krieg, 1984). A. amazonense, A. 

dobereinerae e A. halopraeferens possuem apenas o flagelo polar.  

A alta motilidade exibida pelas células, aliada à quimiotaxia positiva 

para certos ácidos orgânicos, açúcares e aminoácidos (Barak et al, 1983; 

Reinhold et al, 1985;  Zhulin et al, 1988), provavelmente, confere a Azospirillum 

uma vantagem seletiva importante sobre outros microrganismos na rizosfera, 

onde a disponibilidade de nutrientes é muitas vezes limitada.  

Os metabolismos de carbono e nitrogênio apresentados pelas 

espécies de Azospirillum são bastante dinâmicos e variados. As fontes de 

carbono preferenciais são ácidos orgânicos como malato, piruvato e succinato, 

havendo também uma aparente preferência de frutose sobre glicose. Amônia, 
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nitrato, nitrito e aminoácidos, além de nitrogênio atmosférico, podem servir 

como fontes de nitrogênio (Döbereiner, 1992). 

Para A. brasilense, podem-se salientar duas características 

distintivas, que são sua alta mobilidade, evidente mesmo em culturas alcalinas 

envelhecidas (Döbereiner, 1992) e a incapacidade de utilizar glicose como 

fonte de carbono, devido à ausência de um transportador específico na 

membrana plasmática e de enzimas glicolíticas (Goebel & Krieg, 1984). 

Bactérias do gênero Azospirillum são conhecidas pela sua 

capacidade de produzir hormônios de crescimento como auxinas, giberelinas e 

citocininas “in vitro” (Hartman & Zimmer, 1994). Tem-se verificado que a 

liberação destes fitohormônios estimula a formação de pêlos radiculares, a taxa 

de aparecimento de raízes secundárias e da superfície radicular quando as 

plantas são colonizadas por estas bactérias.  

 

2.4 O processo de colonização da planta por Azospirillum 

 
As plantas são consideradas um complexo micro ecossistema 

composto por diferentes hábitats e podem ser colonizadas simultaneamente 

por uma grande diversidade de bactérias endofíticas (Chelius & Triplett, 2001; 

Lodewyckx et al., 2002). A efetivação da colonização vai depender de aspectos 

como escolha da estirpe, estado fisiológico da planta e da bactéria, genótipo da 

planta, aspectos físico-químicos do solo, competição com outros 

microorganismos, veículo de inoculação entre outros. 

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

nível de superfície e outra, internamente. No primeiro caso, a bactéria coloniza 

indistintamente toda a superfície radicular, formando pequenos agregados, 

algumas vezes embebidos em mucigel, e raramente coloniza a superfície dos 

pêlos radiculares (Patriquin & Döbereiner, 1978; Umali-Garcia et al., 1980).  No 

caso de uma associação endofítica, ocorre a colonização pelo Azospirillum dos 

espaços intercelulares das células da epiderme e do córtex radicular na zona 

de elongamento e formação dos pêlos radiculares, os quais muitas vezes não 

apresentam sinais de ruptura. Raramente, porém, invadem o tecido vascular e 

o interior das células. Segundo Döbereiner (1992), quando uma população se 

estabelece na rizosfera, uma população interna também se desenvolve 

especialmente no aerênquima radicular e vasos do protoxilema, onde as 
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concentrações de oxigênio são mais baixas e, assim, favorecem a atividade da 

fixação do nitrogênio. 

O processo de ligação da bactéria à radícula ou raiz se realiza em 

duas etapas: a primeira (fase de adsorção) dura aproximadamente duas horas, 

é reversível, e provavelmente envolve apenas proteínas; a segunda (fase de 

ancoramento) dura de 8 a 16h, é irreversível e provavelmente envolve 

polissacarídeos de superfície (Michiels et al, 1991). Ambas as fases são 

mediadas pela ação do flagelo polar de Azospirillum, cuja participação na fase 

de adsorção é decisiva.  Diferentes mutantes de A. brasilense desprovidos do 

flagelo são incapazes de se ligar às raízes de trigo; a desestruturação do 

flagelo por tratamento térmico ou químico elimina a capacidade de adsorção da 

bactéria; flagelos polares purificados são capazes de se ligar às raízes das 

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

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

rizóbios (Mylona et al, 1995), a formação de diversos agregados bacterianos, 

tendo sido sugerido que o processo de colonização só se torna viável quando 

um número mínimo de microorganismos está presente nas raízes (Steenhoudt 

& Vanderleyden, 2000).  

 

2.5 Potencial de inoculação de Azospirillum em milho 
 
Considerando o cultivo do milho, sabe-se que o rendimento é o 

resultado do potencial genético da semente, das condições edafoclimáticas, do 

local de semeadura e do manejo adotado na lavoura. O milho possui uma via 

fotossintética (C4) mais eficiente do que as leguminosas e, com isto, é capaz 

de converter intensidades de energia solar duas vezes maiores, além disso, 

apresenta um sistema radicular fasciculado, tendo vantagens sobre o sistema 

pivotante das leguminosas para extrair água e nutrientes do solo. Este tipo de 

planta pode mais facilmente dispensar fontes energéticas para a alimentação 

de bactérias diazotróficas e para o processo energeticamente caro da 

conversão do N2 atmosférico em formas combinadas utilizáveis pelas plantas 

(Döbereiner, 1992).  

Em plantas de milho, a maioria dos experimentos foi conduzida com 

a inoculação de Azospirillum, mostrando aumentos de rendimento de 

aproximadamente 25% (Kennedy et al., 2004). Esta contribuição das bactérias 
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é maior quando as plantas recebem doses variáveis de fertilizante nitrogenado 

(Dobbelaere et al., 2003). Inoculantes comerciais contendo mistura de 

diazotróficos já foram desenvolvidos para inoculação em milho e têm sido 

testados em condições de campo. Na Itália, Alemanha e Bélgica foi 

desenvolvido um produto contendo uma mistura de A. brasilense (estirpe Cd) 

com A. lipoferum (estirpe Br17), chamado Zea-NitTM, da Companhia 

Heligenetics. Na França, foi lançado um produto a base de Azospirillum spp. 

denominado Azo GreenTM. Seu uso em um experimento a campo com milho na 

estação de Agbasar, na África, aumentou em 100% o rendimento de grãos 

(Fages & Mulard, 1988). De acordo com Muñoz-Garcia et al. (1991), a 

inoculação das sementes de milho com Azospirillum brasiliense cepa UAP 77, 

aumentou a matéria seca de raízes de 54 a 86% e a matéria seca da parte 

aérea de 23 a 64%. Por sua vez, Salomone e Döbereiner (1996) avaliando a 

resposta de vários genótipos de milho à inoculação de quatro estirpes de 

Azospirillum spp. isoladas na Argentina e três de raízes de sorgo e milho 

isoladas no Brasil, constataram aumento no rendimento de grãos, variando em 

diferentes genótipos, da ordem de 1.700 a 7.300 kg ha-1; contudo, tais 

resultados são bastante influenciados pelas condições de solo, ambiente e 

genótipos de planta. 

Okon & Vanderleyden (1997), baseando-se em dados acumulados 

durante 22 anos de pesquisa com experimentos de inoculação a campo, 

concluem que o gênero Azospirillum promove ganhos em rendimento em 

importantes culturas nas mais variadas condições de clima e solo; contudo, 

salientam que o ganho com Azospirillum vai mais além do que simplesmente 

auxiliar na fixação biológica do nitrogênio, interferindo também no aumento da 

superfície de absorção das raízes da planta e, conseqüentemente, no aumento 

do volume de substrato do solo explorado. Tal constatação é justificada pelo 

fato da inoculação modificar a morfologia do sistema radicular, aumentando 

não apenas o número de radicelas, mas, também, o diâmetro médio das raízes 

laterais e adventícias. Pelo menos parte, ou talvez muitos desses efeitos de 

Azospirillum spp. nas plantas, possam ser atribuídos à produção de 

substâncias promotoras de crescimento pela bactéria, entre elas as auxinas, 

giberelinas e citoquininas, e não somente à fixação biológica de nitrogênio 
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 O sucesso da inoculação de bactérias diazotróficas em milho 

depende da pesquisa interdisciplinar envolvendo o solo, a planta e as 

bactérias, visto estar muito clara a influência destas bactérias nas plantas. 

Resultados obtidos em laboratório devem ser testados a campo, sendo 

necessária a seleção de genótipos de milho eficientes em associarem-se à 

bactérias diazotróficas assim como de linhagens que estabelecem relações 

mais íntimas e estáveis com a planta hospedeira e que potencializem a 

utilização simultânea de fertilizantes.  

    

2.6 Seleção de genótipos para inoculação na cultura do milho 
  
A exsudação radicular pode determinar quais organismos vão residir 

na rizosfera (Nehl et al., 1996).  A maioria dos fotossintetizados acaba no solo 

pelos exsudatos radiculares, mucilagens, escamação e morte de células dos 

pêlos absorventes (rizodeposição). Esta matéria orgânica representa energia 

que é usada por organismos do solo.  

Plantas e bactérias variam em sua interação, levando a alterações 

metabólicas importantes que podem influenciar a maneira como plantas e 

microrganismos interagem. Barak et al. (1983), Reinhold et al. (1985) e Zhulin 

et al, (1988) demonstraram a motilidade exibida por Azospirillum em direção a 

certos ácidos orgânicos, açúcares e aminoácidos. Embora o termo 

especificidade hospedeira  não  seja usado  para  caracterizar  estas  

associações,  tem-se  demonstrado  que  existe  certa  afinidade  entre estirpes 

e cultivares  (Wani et al., 1985) ou entre a bactéria e espécies de plantas  

(Penot et al., 1992).  Dentro deste ponto de vista, pode-se sugerir que a 

população de Azospirillum varia de cultivar para cultivar, em função das 

diferenças na composição química dos exudatos radiculares, sendo atraídos ou 

não em direção a estas fontes de carbono (quimiotaxia), visto que cada cultivar 

tem um genótipo distinto, com quantidade e qualidade de exudatos radiculares 

diferenciáveis.   

Para sucesso da inoculação, é importante a escolha de genótipos 

adaptados às condições locais e propensos à colonização de bactérias 

diazotróficas, assim como, selecionar bactérias eficientes em fixar nitrogênio e 

em produzir substâncias promotoras de crescimento de plantas. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

 A atividade experimental foi realizada em três etapas, tendo a 

primeira etapa o objetivo de selecionar cultivares de milho (em vasos), 

eficientes na associação com uma espécie de Azospirillum, que resultou na 

seleção de duas cultivares cujo desempenho foi avaliado com a inoculação de 

uma mistura de três espécies de Azospirillum (segunda etapa, em vasos). A 

terceira etapa foi realizada em campo, em um Argissolo Vermelho Distrófico 

típico no RS, onde três híbridos foram testados em quatro tratamentos com e 

sem inoculação e adubação nitrogenada com o objetivo de avaliar a campo as 

características agronômicas dos híbridos inoculados.   

 
3.1 Inoculação e seleção de cultivares de milho eficientes na  

     associação com uma espécie de Azospirillum  
 
Este experimento foi realizado em vasos, na casa-de-vegetação da 

Faculdade de Agronomia da UFRGS (Anexo 7.2, Foto 2) em Porto Alegre, 

onde dez cultivares dentre as mais utilizadas no estado do RS foram avaliadas, 

sendo duas variedades: Fepagro RS-22 e Embrapa Missões; e oito híbridos: 

Agroeste 1560, Agroeste 1575, Dow Agrosciences 2A120, Dow Agrosciences 

2B587 Pioneer 30F53, Pioneer 32R48, Santa Helena SHS 5050, e Syngenta 

NB3234. Para a inoculação, foi utilizada uma espécie de Azospirillum (linhagem 

EL-S - Azospirillum brasilense, isolado de plantas de milho em Eldorado do 

Sul/RS). 

Os tratamentos foram: a) controle (sem N e sem inoculação); b) com 

inoculação (sem N) e c) com N (dose equivalente a 130 kg ha-1de N, sem 

inoculação). Foram utilizadas três repetições por tratamento, totalizando 90 

vasos (com capacidade de cinco litros cada um), com uma planta por vaso.  
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3.1.1 Preparo dos vasos, inoculação e adubação 
 

Os vasos foram desinfestados com álcool 70% por 1 minuto, seguido 

da aplicação de hipoclorito de sódio 2,5% por 4 minutos e então lavados com 

água estéril. Após, foram preenchidos com vermiculita previamente esterilizada 

em autoclave por 1h30min, a 120°C e 111 kgf cm-2 de pressão. As sementes 

de milho foram desinfestadas com álcool 70% por 50 segundos, hipoclorito de 

sódio 2% por cinco minutos e lavadas com água estéril por cinco vezes. As 

sementes foram germinadas em placas de petry contendo papel filtro 

umedecido com água estéril. Para preparo do inóculo do tratamento com 

bactérias, colônias purificadas foram multiplicadas em meio de cultura Dygs 

(anexo 7.1) (Döbereiner, 1995) por 24 horas sob agitação e temperatura de 

28°C. O caldo bacteriano foi centrifugado por dez min a 10.000 RPM e o pellet 

ressuspendido em solução salina. Este inóculo foi padronizado para 

aproximadamente 107 células mL-1. Para isto, foi feita uma curva de calibração 

correlacionando o  n° de UFC (plaqueamento de diluições sucessivas do caldo 

bacteriano e incubação por 24h a 28°C), com a leitura da absorbância 

(densidade óptica) do caldo bacteriano em espectrofotômetro a 453nm. Uma 

alíquota de um ml do inóculo foi adicionada sobre cada semente do tratamento 

com bactérias (Anexo 7.2, Foto 1). Após quatro dias de germinação em estufa 

a 28°C, as plântulas foram transferidas para os vasos, acondicionados em casa 

de vegetação - estufa de vidro.  

A umidade do substrato foi mantida com aplicação em dias 

intercalados, de solução Sarruge estéril (Sarruge, 1975) na concentração de 

25%, a qual contém micronutrientes, fósforo e potássio. Para os tratamentos 

com N, além da solução Sarruge foi utilizada solução de nitrato de amônio 

(NH4NO3), sendo que no tratamento com N foi adicionada dose equivalente a 

130 kg ha-1 de N (subdividida em 30 kg ha-1 N na base e 100 kg ha-1 de N em 

cobertura - estádio V6  segundo escala de Ritchie et al, 1993).   

 

3.1.2 Coleta das plantas e quantificação do N total 
 

As plantas foram colhidas no estádio V8 , quando o número de fileiras 

de grãos é definido (Ritchie et al, 1993). As raízes e a parte aérea das plantas 

foram secas em estufa a 68°C durante sete dias e, após, este material foi 
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pesado para determinação da massa seca. Para quantificação de N, as 

amostras passaram por processos de digestão sulfúrica, destilação e titulação, 

segundo metodologia de Tedesco et al. (1995).  

 
3.1.3 Quantificação do número mais provável (NMP) de bactérias 

diazotróficas 
 

Para quantificação das bactérias diazotróficas, amostras de raízes e 

colmos das plantas de milho foram desinfestadas com álcool 70% por 50 

segundos + hipoclorito de sódio 1% por 3 minutos, lavadas por 8 vezes em 

água estéril e após maceradas (10g de matéria fresca para 90 mL de solução 

salina – NaCl 1%) e diluídas serialmente até à diluição de 10-7. Uma alíquota 

de 100µL das diluições 10-5, 10-6 e 10-7 foi inoculada em triplicata, em tubos 

contendo 8 mL de meio de cultura NFb (livre de nitrogênio), sendo incubados a 

30°C por sete dias. Após o período de incubação, procedeu-se a contagem dos 

tubos negativos e positivos, sendo que foram considerados tubos com 

crescimento positivo aqueles que apresentaram a película característica de 

crescimento de bactérias diazotróficas (na condição microaerofílica). Os dados 

da contagem foram utilizados para quantificação do número mais provável 

(NMP) de bactérias por grama de matéria fresca, segundo Döbereiner et al. 

(1995). 

 

3.2  Inoculação de mistura de três espécies de Azospirillum e 
       avaliação em dois estádios de desenvolvimento da planta 

 
Este experimento foi realizado em vasos, na casa-de-vegetação da 

Faculdade de Agronomia da UFRGS, Porto Alegre. As cultivares utilizadas 

nesta etapa foram Pionner 32R48 e Dow Agrosciences 2B587, 

respectivamente a mais e a menos apta à associação com as bactérias 

inoculadas no primeiro experimento.  

Foi utilizado como inoculante uma mistura de três espécies de 

Azospirillum, sendo que da espécie A. lipoferum foram utilizadas duas 

linhagens diferentes: LG1-R (Azospirillum lipoferum), isolado de plantas de 

milho cultivadas no município de São Luíz Gonzaga/RS;  L-S (Azospirillum 

lipoferum), isolado de plantas de milho cultivadas no município de 
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Livramento/RS;  EL-S (Azospirillum brasilense), isolado de plantas de milho 

cultivadas no município de Eldorado do Sul/RS;  M-S (Azospirillum oryzae), 

isolado de plantas de milho cultivadas no município de Marau/RS. As bactérias 

foram selecionadas por Roesch et al. (2007) por sua eficiência  na fixação de 

N2 e produção de auxinas in vitro.  

Os tratamentos foram respectivamente: a) controle (sem N, sem 

inoculação); b) sem  N, com inoculação;  c) com N (equivalente a 30 kg ha-1 de 

N) + com inoculação; d) com N (equivalente a 130 kg ha-1 de N) sem 

inoculação. As avaliações foram feitas em dois estádios de desenvolvimento 

das plantas, com seis repetições para cada estádio (sendo três plantas para 

quantificação de N e massa seca e três plantas para determinação do volume 

das raízes e contagem bacteriana), totalizando 96 vasos (duas cultivares x 

quatro tratamentos x dois estádios x seis repetições), com uma planta por vaso 

(com capacidade para cinco litros).  

 

3.2.1 Preparo dos vasos, inoculação e adubação 
 

O procedimento de preparo dos vasos, inoculação e adubação foi 

realizado da mesma maneira que no primeiro experimento (item 3.1.1).  
Para os tratamentos com N, além da solução Sarruge foi utilizada 

solução de nitrato de amônio (NH4NO3), sendo que no tratamento com N foi 

adicionada dose equivalente a 130 kg ha-1 de N  (subdividida em 30 kg ha-1 de 

N na base e 100 kg ha-1 de N em cobertura - estádio V6), e no tratamento 

inoculado + N foi adicionado N  somente em  cobertura, em dose equivalente  a 

30 kg ha-1 de N.  

 

 3.2.2 Determinação do teor relativo de clorofila da folha 
 
A partir da primeira semana após a emergência, de cinco em cinco 

dias, foi determinado o teor relativo de clorofila na folha (leitura SPAD), com 

clorofilômetro marca Minolta, modelo 502.  Os valores SPAD são estimados 

pela leitura diferencial da quantidade de luz transmitida pela folha, em duas 

regiões de comprimento de onda (650 nm e 940 nm), sendo que  a absorção 

de luz pela clorofila ocorre no primeiro comprimento de onda (Swiader & 
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Moore, 2002). As leituras foram realizadas na última folha completamente 

expandida de cada planta (duas leituras por planta).  

 

3.2.3 Coleta de plantas e quantificação do N total 
 

Metade (48 plantas) foi colhida no estádio V8 e  metade (48 plantas) 

no estádio V12 (quando o número de óvulos - grãos em potencial - em cada 

espiga, assim como o tamanho da espiga é definido) segundo escala de Ritchie 

et al (1993).   As raízes e a parte aérea das plantas foram secas em estufa a 

68°C durante sete dias, sendo após pesados para determinação da massa 

seca. Para quantificação de N, as amostras passaram pelos processos de 

digestão sulfúrica, destilação e titulação, segundo metodologia de Tedesco et 

al. (1995).  

 

3.2.4 Determinação do volume de raízes 
 
A determinação do volume de raízes das plantas foi realizada logo 

após a sua colheita, respectivamente nos estádios V8 e V12. As raízes foram 

lavadas, secas com papel absorvente e submersas em proveta contendo 100 

mL de solução de água destilada com álcool 70%, na proporção 4:1. O volume 

foi determinado pela diferença entre os volumes inicial e final do recipiente. 

 

3.2.5 Quantificação do número mais provável (NMP) de 
bactérias diazotróficas 

 
A quantificação das bactérias diazotróficas presentes nas raízes e 

nos colmos das plantas de milho foi realizada conforme metodologia de 

Döbereiner et al (1995). 

 

3.3 Desempenho agronômico a campo de híbridos de milho 
inoculados com bactérias diazotróficas  

 
Este terceiro experimento foi conduzido de outubro de 2007 a março 

de 2008, no município de Eldorado do Sul, região ecoclimática da Depressão 

Central do RS. O clima da região, segundo classificação de Köppen, é 

subtropical úmido com verão quente, do tipo fundamental Cfa, e o solo da área 
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experimental é classificado como Argissolo Vermelho Distrófico típico (SBCS, 

2006). As amostras de solo apresentaram os seguintes resultados (2007/08): 

argila: 27%; índice SMP: 6,1; P (Mehlich-I): 53 mg L-1; K: 178 mg L-1; matéria 

orgânica: 2,4%. 

O delineamento experimental foi o completamente casualizado, 

disposto em fatorial 3 x 4, com quatro  repetições. Foram testados três híbridos 

- Pioneer P 32R48 (P 32R48), Santa Helena 5050 (SHS 5050) e Agroeste 1575 

(AS 1575) que foram selecionados por critérios de eficiência na associação 

com as bactérias, como alto NMP células g massa fresca de raiz-1 e teor de 

massa seca da parte aérea superior no tratamento inoculado em relação ao 

controle no primeiro experimento. Os tratamentos aplicados aos três híbridos 

foram: a) sem inoculação e sem adição de adubação nitrogenada (controle); b) 

com inoculação, sem adição de adubação nitrogenada; c) com inoculação + 

adição de 50 kg ha-1 de N (na base) e d) sem inoculação, com adição de 130 kg 

ha-1 de N (50 kg ha-1 de N na base + 80 kg ha-1 de N em cobertura).  

O experimento foi instalado numa área manejada sob plantio direto 

há 17 anos, em área com cultivo anual anterior de milho, sobre resteva de 

aveia-branca (Anexo 7.2, Foto 3).  

 

3.3.1 Preparo do inoculante 
 

Neste experimento, assim como no experimento anterior, foi 

inoculada uma mistura contendo três espécies de Azospirillum, sendo elas: EL-

S (A. brasilense, isolado de plantas de milho cultivadas no município de 

Eldorado do Sul/RS), LG1-R (A. lipoferum, isolado de plantas de milho 

cultivadas no município de São Luíz Gonzaga / RS), M-S (A. oryzae, isolado de 

plantas de milho cultivadas no município de Marau/RS) e a L-S (A. lipoferum, 

isolado de plantas de milho cultivadas no município de Livramento/RS).  

Para preparo do inóculo, colônias purificadas foram multiplicadas em 

meio de cultura dygs (Döbereiner, 1995) (anexo 7.1) por 24 horas sob agitação 

e temperatura de 28°C. O caldo bacteriano foi centrifugado por dez min a 

10.000 RPM em tubos falcon de 50 mL. Após a eliminação do sobrenadante, 

foi adicionado novamente caldo bacteriano e repetiu-se o processo por mais 

duas vezes, a fim de se obter um grande número de células. Por último, as 

células foram ressuspensas em meio nutritivo dygs estéril. Este processo se 
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repetiu para cada uma das espécies e linhagens, sendo que o número de 

células foi padronizado para densidade óptica de 1,5 em leitura realizada em 

espectrofotômetro a 453nm. Após a padronização, foram misturadas as três 

espécies de Azospirillum, formando o inóculo para a turfa. 

A turfa foi previamente seca ao ar e esterilizada em autoclave por 

1h30min, a 120°C e 111 kgf cm-2 de pressão, sendo que foi repetido este 

procedimento após 24h. À turfa seca e estéril, acrescentou-se o inóculo na 

proporção de 20 mL para cada 100g de turfa, que foi cuidadosamente 

homogeneizado com a ajuda de uma espátula.  Após 24 horas de estabilização 

em ambiente refrigerado (4°C) realizou-se o procedimento de contagem do 

número de células do inoculante (turfa + inóculo), resultando no valor de 107 

células por grama de turfa. 

Nos tratamentos com inoculação, as sementes de milho foram 

misturadas com solução de açúcar 30%  mais o inoculante, na seguinte 

proporção: 10 kg sementes  / 50 mL de solução açucarada / 100 g  inoculante. 

Foi realizada a homogeneização e imediatamente realizou-se a semeadura. 

 

3.3.2 Semeadura e adubação 
 

A semeadura foi realizada com semeadora manual (saraquá), em 

parcelas de 3,2 x 5m (16 m2). O espaçamento entre linhas foi de 0,80m e o 

espaçamento entre plantas de 0,21m. Quando as plantas estavam com três a 

quatro folhas expandidas, foi realizado desbaste, mantendo-se 26 plantas por 

linha, totalizando uma densidade de 75.000 plantas por hectare (Anexo 7.2, 

Foto 4). A adubação fosfatada (100 kg ha-1 de P2O5), potássica (100 kg ha-1 de 

K2O) e nitrogenada (290 kg ha-1 de uréia  no tratamento 130 kg ha-1de N, e 110 

kg ha-1 de uréia no tratamento inoculado + 50 kg ha-1de N) foi realizada de 

acordo com a recomendação do Manual de Adubação e Calagem para os 

Estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina (CFSRS/SC, 2004). Quando 

necessário, as plantas foram irrigadas por aspersão e receberam tratamento 

fitossanitário. 
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3.3.3 Teor relativo de clorofila nas folhas 
 

A partir da primeira semana após a emergência, avaliou-se 

quinzenalmente o teor  relativo de clorofila na folha, a leitura SPAD (Soil Plant 

Analysis Development), com clorofilômetro marca Minolta, modelo 502. As 

leituras foram realizadas sempre nas mesmas plantas, demarcadas no início do 

experimento na região do terço superior da última folha completamente 

expandida (duas leituras por planta, em três plantas por parcela) durante o 

período vegetativo (Anexo 7.2, Foto 6); no período reprodutivo, as leituras 

foram realizadas na folha índice (folha onde está inserida a espiga).  

 
3.3.4 Avaliações agronômicas 
 
Quinzenalmente, foi realizada a medição da estatura de planta  

(Anexo 7.2, Fotos 5, 7 e 8). Foi determinado o estádio de desenvolvimento das 

plantas conforme escala de Ritchie et al (1993), a senescência foliar e o 

florescimento das plantas (pendoamento e espigamento). Foi considerado 

pendoamento quando 50% das plantas da linha apresentaram o pendão 

liberando pólen e espigamento quando 75% das plantas da linha apresentaram 

espiga.  

 

3.3.5 Análises pós-colheita 
 

Na área útil da parcela (metragem linear sem falhas de plantas, 

excetuando-se a 1ª e 5ª linhas e a bordadura - 80 cm - do início e final da 

parcela) as espigas das plantas foram colhidas para análise dos componentes 

do rendimento (Anexo 7.2, Foto 9). Amostras da parte aérea das plantas, no 

centro de cada parcela, foram colhidas para análises do teor de N total, 

segundo metodologia descrita em Tedesco et al, (1995). Foram secas em 

estufa a 68°C durante sete dias e após, pesadas para avaliação da massa 

seca.  
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3.3.6 NMP de células bacterianas associadas às raízes e 
colmos das plantas  

 
A quantificação das bactérias diazotróficas presentes nas raízes e 

nos colmos das plantas no final do ciclo da cultura, foi realizada conforme 

metodologia de Döbereiner et al (1995). 

 

3.4   Tratamento estatístico dos dados 
 

Na primeira e segunda etapa do experimento, os resultados das 

determinações foram avaliados por meio do software estatístico SISVAR 

versão 5.0 (Ferreira, 2003), efetuando-se a análise de variância e o teste de 

Scott-Knott, ao nível de significância 5%. Na terceira etapa do experimento, os 

resultados foram avaliados por meio do software estatístico SAS, efetuando-se 

a análise de variância e o teste de Tukey, em nível de significância de 5% (SAS 

I. I., 1985).  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

4.1 Inoculação e seleção de cultivares de milho eficientes na   
associação com uma espécie de Azospirillum  

 
O objetivo desta etapa foi avaliar a inoculação de 10 genótipos de 

milho em relação á inoculação de uma espécie de Azospirillum. 

 
4.1.1 Avaliação da presença de diazotróficos nas plantas 
 
Para o NMP de bactérias presentes nas raízes frescas das plantas, 

consideraram-se superiores os tratamentos inoculados onde houve 

crescimento na ordem de dois logaritmos (Log) em relação ao tratamento 

controle, visto que aumentos de ordem menor que este podem estar 

relacionados a variações no comportamento fisiológico das células, e não 

devido ao evento da inoculação. As amostras oriundas das cultivares Pioneer 

32R48, Pioneer 30F53, Fepagro RS-22 e AS 1575 se destacaram das demais, 

apresentando NMP entre Log10=5 e Log10=6 bactérias por grama de matéria 

fresca de raízes (Figura 1), valor aproximadamente 2 Log superior em relação 

aos tratamentos controle e com N. Entretanto, apenas a cultivar P 32R48 foi 

considerada estatisticamente superior quanto à associabilidade com as 

bactérias diazotróficas inoculadas, visto que apresentou NMP na ordem de dois 

Log maiores no tratamento inoculado em relação ao tratamento controle.  

Vários estudos indicam que o genótipo interfere na resposta à 

inoculação de diazotróficos em gramíneas, como foi demonstrado para trigo 

(Avivi & Feldman, 1982), milho (Garcia de Salomone et al., 1996) e milheto 

(Bouton et al., 1985). Urquiaga et al. (1992), usando o método de diluição 

isotópica de 15N mostraram claramente a diferença entre variedades de cana-
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Figura 1. Número mais provável (NMP) de bactérias diazotróficas por g de 

matéria fresca de raízes em 10 cultivares de milho, com e sem 
adubação nitrogenada e com e sem inoculação, de acordo com a 
tabela de McCrady para três diluições, na etapa de seleção de 
cultivares. Porto Alegre, 2007. 

 
Nas amostras oriundas do colmo das plantas, não foram detectadas 

bactérias diazotróficas através da técnica utilizada. Considerando que as 

sementes de milho utilizadas no experimento foram desinfestadas 

superficialmente, pré-germinadas em ambiente estéril e plantadas em 

vermiculita esterilizada, esta detecção de diazotróficos mesmo em amostras 

que não foram inoculadas (controle e com N) evidencia que as sementes de 

milho continham diazotróficos endofíticos, provavelmente oriundos da 

população nativa do solo de onde as plantas foram cultivadas. De acordo com 

Hallmann et al. (1997), estas bactérias podem se originar de sementes, 

propágulos vegetativos, rizosfera e filoplano. Roesch et al. (2006) não 

detectaram bactérias diazotróficas na área experimental antes da semeadura 
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do milho, no entanto, após a semeadura foram detectadas bactérias 

diazotróficas tanto no solo como no tecido vegetal.   

Quando em condições de campo, devido à baixa quantidade de 

fontes de carbono disponível para as bactérias diazotróficas no solo (na 

ausência da planta hospedeira), assim como a variação do ambiente natural 

quanto às características de umidade, potencial redox, pH, potencial hídrico e 

salinidade, bem como a concorrência com a biota do solo, a pequena 

população de diazotróficos talvez não seja detectável com a técnica de 

contagem do NMP de células bacterianas em meio semi-sólido Reis et al. 

(2000) conforme Döbereiner a metodologia de et al. (1995). 

  

 4.1.2 Avaliação agronômica dos cultivares 
 

 O teor de N (Tabela 1) das raízes das plantas na média das 10 

cultivares foi de 1,07 mg g-1 no tratamento controle; 0,98 mg g-1 no tratamento 

inoculado e  1,70 mg g-1 no tratamento com N. As cultivares P 32R48 e NB 

3234 apresentaram 0,99 e 1,19 mg N g-1 no tratamento inoculado, sendo 

estatisticamente superiores aos tratamentos controle, que apresentaram 

valores de respectivamente 0,67 e 0,85 mg N g-1 massa seca das raízes.   

Já na parte aérea das plantas, o teor médio de N foi de 1,38 mg g-1 

no tratamento controle; 1,52 mg g-1 no tratamento inoculado e 4,06 mg de N g-1 

de massa seca no tratamento com N, entretanto nenhuma cultivar que recebeu 

inoculação diferiu-se do tratamento controle quando ao teor de N da parte 

aérea.  

Quanto ao teor de massa seca da parte aérea (Tabela 1), as médias 

dos tratamentos controle, com inoculação e com N (sem inoculação) foram 

respectivamente de 3,7; 4,6 e 15,1 g por planta. O tratamento que recebeu 

dose equivalente a 130 kg de N foi estatisticamente superior aos demais 

tratamentos para todas as cultivares quanto a esta característica. Os valores de 

massa seca das cultivares P 32R48, NB 3234, SHS 5050, e Fepagro RS-22 no 

tratamento com inoculação foram superiores respectivamente em 52, 41, 27 e 

17% aos valores destas mesmas cultivares no tratamento controle.  
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Tabela 1. Teor de N da parte aérea e raízes e massa seca da parte aérea no 
estádio V8 de 10 cultivares de milho com e sem inoculação e 
adubação nitrogenada no estádio V (conforme escala de Ritchie et 
al, 1993) na etapa de seleção de cultivares. Porto Alegre, 2007. 

 
TEOR DE NITROGÊNIO 

Raízes  
..........................mg g-1........................

 Parte aérea 
    .........................mg g-1........................Cultivar 

 
Controle Inoculado, 

sem N 
Com N, sem 
inoculação Controle Inoculado, 

sem N 
Com N, sem 
inoculação 

SH 5050   C 0,95 ns1   B 0,96     D 1,13  A 1,50 b   ns1,77 b A 5,89 a 
RS-22 C 0,95 b B 0,92 b C 1,77 a B 1,05 b 1,18 b B 3,66 a 
D 2A120CL C 0,89 b C 0,79 b D 1,79 a B 1,21 b 1,59 b B 3,68 a 
P 32R48 D 0,67 c B 0,99 b D 1,48 a B 1,06 b 1,62 b B 3,12 a 
NB 3234 C 0,85 c A 1,19 b D 1,50 a A 1,46 b 1,52 b B 3,78 a 
MISSÕES C 1,04 b B 1,04 b B 2,06 a A 1,58 b 1,45 b A 4,71 a 
P 30F53 B 1,14 b B 0,93 b A 2,31 a A 1,53 b 1,48 b A 3,48 a 
D 2B587 B 1,20 b B 0,96 c C 1,62 a B 1,37 b 1,41 b A 4,10 a 
AS 1560 A 1,57 b B 1,01 b A 2,99 a A 1,52 b 1,48 b A 3,62 a 
AS 1575 C 0,89 b B 1,01 b A 2,32 a A 1,52 b  1,70 b A 4,57 a 
Média 1,07 0,98  1,70 1,38 1,52   4,06 
CV% =  6,82   

MATÉRIA SECA DA PARTE AÉREA  
Cultivar  ...................... g planta-1 ................... 

 
              Controle   Inoculado, sem N   Com N, sem inoculação 

SH 5050           ns 3,59  c           ns 4,91  b B 16,02  a 
RS-22 4,26  c   5,95  b B 16,30  a 
D 2A120CL 3,94  b   4,70  b B 15,49  a 
P 32R48 2,59  c  5,36  b A 19,11  a 
NB 3234 2,90  c  4,87  b B 15,68  a 
MISSÕES 3,92  b  3,23  b C 11,86  a 
P 30F53 2,85  c  4,56  b D 13,14  a 
D 2B587 3,53  b  4,54  b D 13,61  a 
AS 1560 4,15  b  4,63  b A 18,15  a 
AS 1575 2,65  b  4,24  b              C 12,25  a 
Média 3,73 4,70 15,16 
CV (%) =  13,64   
 
 ns1 = não significativo 

 
 *Médias antecedidas da mesma letra maiúscula na coluna não diferem significativamente entre 

cultivares e médias seguidas da mesma letra minúscula na linha não diferem 
significativamente entre tratamentos pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro. 

 

Os híbridos SHS 5050, NB 3234 e P 32R48 e a variedade Fepagro RS-

22 foram consideradas promissoras para testes futuros de inoculação em 

sementes de milho por manterem uma população nas raízes cerca de 2 Log 

superior ao tratamento controle e por aumentarem consideravelmente a massa 

seca da parte aérea das plantas. 
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4.1.3 Seleção de duas cultivares para inoculação com três 
espécies de Azospirillum 

   
Foram escolhidas as cultivares P 32R48 e D 2B587, como sendo 

respectivamente a mais apta e a menos apta na associação com as bactérias 

inoculadas, para serem testadas no experimento de inoculação de três espécies 

de Azospirillum, a fim de detectarem-se alterações na interação da planta com 

os microorganismos inoculados.  

O híbrido P 32R48 foi selecionado por apresentar o maior NMP de 

células por grama de  massa fresca de raiz entre as 10 cultivares no tratamento 

inoculado, sendo este valor na ordem de dois Log maior do que nos tratamentos 

controle e com N sem inoculação. Este híbrido apresentou 32% mais N das 

raízes no tratamento inoculado em relação ao controle comparando aos demais 

híbridos e matéria seca da parte aérea 52% maior em relação ao controle.  E o 

híbrido D 2B587 foi selecionado por apresentar o mais baixo NMP de células 

por grama de massa fresca de raiz no tratamento inoculado, evidenciando baixa 

aptidão à associação com as bactérias inoculadas. Quanto ao teor de N das 

raízes, o tratamento com inoculação foi 20% inferior ao  tratamento controle.   

 

4.2  Inoculação   de  mistura  de  três  espécies de Azospirillum e 
       avaliação em dois estádios de desenvolvimento de dois 

híbridos de milho 
 

Neste experimento, com a avaliação da inoculação de uma mistura 

de três espécies de Azospirillum (sendo duas linhagens de A. lipoferum) nos 

híbridos  P 32R48 e D 2B587 selecionados no experimento anterior, foi 

possível comparar estes dois genótipos quanto à inoculação de uma espécie 

ou de mistura contendo três espécies de Azospirillum. Desta forma pôde-se 

testar a hipótese de que a inoculação de uma mistura contendo três espécies 

pode ser mais eficiente do que a inoculação de apenas uma espécie de 

Azospirillum. 
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4.2.1 Avaliação da presença de diazotróficos na planta 
 
O NMP de células bacterianas (Figura 2) encontradas nos 

tratamentos com inoculação no estádio V12,  foi de aproximadamente Log10=6 

células g matéria fresca-1 na cultivar P 32R48 e de Log10=5 células g matéria 

fresca-1  no híbrido D 2B587.  

Foi considerado crescimento populacional significativo, aquele onde 

houve acréscimo de dois Log no NMP de células por grama de massa fresca. 

Tendo em vista este critério, o aumento do NMP no híbrido P 32R48 nos 

tratamentos inoculado e inoculado + N (Log10=6) foi significativo em relação ao 

tratamento controle (Log10=3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 2. Número mais provável (NMP) de bactérias diazotróficas por g de 

matéria fresca de raízes em dois híbridos de milho, com e sem 
adubação nitrogenada e com e sem inoculação, de acordo com a 
tabela de McCrady para três diluições, na etapa de avaliação do 
inoculante. Porto Alegre, 2007. 

 

Para o  híbrido D 2B587 , no tratamento com inoculação, sem N, a 

população bacteriana não se diferenciou do tratamento controle, apresentando 

inclusive NMP inferior ao mesmo. O mesmo comportamento foi observado no 

primeiro experimento, quando inoculada apenas uma espécie de Azospirillum 
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neste mesmo híbrido: não obteve-se diferença no NMP do tratamento 

inoculado em relação ao não inoculado (sem N). Porém no tratamento 

inoculado + N, o aumento de 2 Log no NMP foi significativo em relação ao 

tratamento controle (sem inoculação e sem N). Estes resultados mostram 

indícios de que sem aplicação de N na semeadura, o híbrido D 2B587 não é 

apto a associar-se a Azospirillum. 

Nas amostras oriundas do colmo das plantas inoculadas com três 

espécies de Azospirillum, assim como nas inoculadas com uma espécie 

(experimento de seleção de cultivares), não foi detectada a presença de  

nenhum organismo diazotrófico com a aplicação da metodologia utilizada. Reis 

Junior et al (2000) encontraram resultados semelhantes em cana-de-açúcar. 

Observaram que o sítio preferencial de colonização das bactérias diazotróficas 

são as raízes, provavelmente por serem um dreno de fotoassimilados 

produzidos na parte aérea, compostos que são utilizados para sua 

sobrevivência. 

Os resultados encontrados no primeiro e no segundo experimento 

sugerem que o genótipo das cultivares de milho influenciou na colonização da 

planta pelas bactérias, provavelmente devido à composição química dos 

exudatos radiculares liberados pelo sistema radicular do milho, que podem ou 

não servir como fontes de carbono para as bactérias inoculadas. Os exudatos 

variam entre genótipos (Kipe-Nolt et al.1985) e, segundo Grayston et al. (1998), 

a variedade destes compostos liberados influencia também a diversidade dos 

organismos presentes na rizosfera. A movimentação dos microrganismos em 

direção às raízes das plantas ocorre quando existe um reconhecimento 

químico, denominado quimiotaxia, e acredita-se que os microrganismos sejam 

atraídos pelo gradiente de fontes de carbono (exudatos radiculares) existentes 

entre o solo e a rizosfera (Oliveira et al. 2003). A função quimioatrativa exercida 

pelos exudatos das raízes possui certo grau de especificidade (Benizri et al. 

2001). 

 

4.2.2 Avaliação agronômica das cultivares 
 
Quanto ao teor de N (Tabela 2) no estádio V8, os híbridos P 32R48 e 

D 2B587 no tratamento inoculado apresentaram respectivamente 1,4 e 1,7 

vezes mais nitrogênio na parte aérea em relação à inoculação com uma 
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espécie de Azospirillum (experimento de seleção de cultivares). O tratamento 

com N foi superior estatisticamente aos demais tratamentos 

independentemente do híbrido, da parte da planta e do estádio avaliado, exceto 

no estádio V12 para o híbrido D 2B587, onde o teor de N das raízes foi igual 

estatisticamente aos dois tratamentos que receberam inoculação.  

Observou-se que os tratamentos com inoculação foram superiores 

ao tratamento controle para os dois híbridos, nos dois estádios avaliados, tanto 

nas raízes como na parte aérea. O híbrido D 2B587 quando anteriormente 

inoculado com uma espécie de Azospirillum apresentou menores teores de N 

do que quando inoculado com três espécies de Azospirillum, tanto nas raízes 

quanto na parte aérea, não diferindo estatisticamente do híbrido P 32R38 nesta 

etapa de avaliação.  

O volume de raízes (Tabela 2), nos tratamentos com inoculação 

foram, aproximadamente, 60 e 80% maiores em relação aos tratamentos não 

inoculados, para os híbridos P 32R48 e D 2B587 respectivamente, tanto no 

estádio V8 quanto no V12. No estádio V8, o volume médio de raízes das plantas 

de milho foi de 10,6 cm3 para o tratamento controle, 16,5 cm3  para o 

tratamento inoculado, 17,0 cm3 para o tratamento inoculado + N, e 20,4 cm3 

para o tratamento com N. O volume de raízes no estádio V12 nos tratamentos 

com inoculação, foi superior aos tratamentos controle e com N (sem 

inoculação). Este efeito provavelmente se deve à produção de auxinas pelas 

bactérias, que estimula o crescimento de raízes secundárias, aumentando 

assim a área específica de absorção de água e nutrientes pela planta (El-

Desouk Radwan et al. 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 30

Tabela 2.  Teor de nitrogênio nas raízes e na parte aérea e volume de raízes 
de dois híbridos de milho em tratamentos com e sem inoculação e 
adubação nitrogenada, nos estádios V8 e V12 (conforme escala de 
RITCHIE et al, 1993). Porto Alegre, 2007. 

 
Híbridos Controle Inoculado Inoculado +N Com N 

                                     TEOR DE NITROGÊNIO (N) 
                              .............................................. mg g-1..................................................... 

                             Raízes / Estádio V8 
P 32R48      ns1 0,47 c      ns 1,03 b      ns1,07 b       ns1,39 a 
D 2B587       0,46 c    1,38 b   1,39 b     1,55 a 

Média    0,46 1,21 1,23   1,47 
     CV% = 4,31    

                               Parte aérea / Estádio V8 
P 32R48  ns 0,57 c      ns 2,19 b      ns 2,19 b B 2,76 a 
D 2B587      0,60 c     2,45 b     2,26 b A 3,46 a 

     
CV% = 6,36        

                                      Raízes / Estádio V12 
P 32R48     ns 0,42 c     ns 1,32 b      ns 1,48 b      ns 1,64 a 
D 2B587   0,46 b   1,75 a     1,54 a     1,81 a 

Média 0,44 1,54  1,36   1,73 
CV% = 4,12     

                                Parte aérea / Estádio V12 
P 32R48     ns 0,57 c      ns 2,23 b     ns 2,49 b     ns 3,30 a 
D 2B587   0,65 c     2,23 b   2,66 b   3,42 a 

Média 0,61  2,23 2,58 3,36 
CV% = 6,25     

                        VOLUME DAS RAÍZES 
                                   .............................................. cm3......................................................

                      Estádio V8 
P 32R48 ns 9,6 c ns 15,0 b  ns 15,0 b A 17,6 a 
D 2B587    11,6 c      18,0 b       19,0 b B 23,6 a 

CV% = 3,97     
 Estádio V12 

P 32R48 ns 20,0 c  ns 38,0 a A 37,6 a  A 32,3 b 
D 2B587      21,0 c       35,6 a B 33,3 a  B 28,0 b 

CV% = 2,50     
 
ns1= não significativo 
 
* Médias antecedidas da mesma letra maiúscula na coluna não diferem 
significativamente entre cultivares e médias seguidas da mesma letra minúscula na 
linha não diferem significativamente entre tratamentos pelo teste Scott-Knott a 5% de 
probabilidade de erro. 

 
 

4.2.3 Avaliação do teor relativo de clorofila na folha 
 
Quanto aos valores obtidos com a leitura SPAD (Figura 3), observou-

se que a inoculação aumentou o teor relativo de clorofila da folha em relação 

ao tratamento controle. No tratamento com inoculação + N em cobertura, em 
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que aos 32 dias foi aplicada adubação nitrogenada equivalente a 30 kg de N 

ha-1, observou-se um aumento crescente nos valores de teor relativo de 

clorofila, sendo que aos 47 da emergência das plantas estes valores se 

aproximavam dos valores do tratamento sem inoculação + 130 kg ha-1de N.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Teor relativo de clorofila na folha (leitura SPAD) e erro padrão entre 
repetições na etapa de avaliação da inoculação de três espécies de 
Azospirillum em plantas de milho, avaliado dos 12 aos 47 dias após 
a emergência das plantas, nos híbridos D 2B587 e P 32R48. Porto 
Alegre, 2007. 
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Estes resultados mostram indícios de que a inoculação juntamente 

com a aplicação de 30 kg ha-1 de N pode apresentar para esta característica 

equivalência à aplicação de  130 ha-1 kg de N sem inoculação, dentro do 

período vegetativo avaliado.  

A inoculação de Azospirillum na presença de pequenas doses de 

fertilizantes nitrogenados tem mostrado maior eficiência para o sistema 

planta/bactéria quando comparado  ao uso isolado  da  bactéria.  Didonet  et  

al.  (1996)  observaram  que  a  produção  de  grãos  de  trigo inoculado com a 

estirpe JA04 de A. brasilense, e complementado com 15 kg ha-1 de N não 

diferiu estatisticamente da obtida no tratamento controle, que recebeu a 

adubação equivalente a 45 kg ha-1 de N. 

 
4.3  Desempenho agronômico a campo de híbridos de milho    

inoculados com bactérias diazotróficas  
 
Os híbridos utilizados neste experimento foram selecionados por 

apresentarem alta população de diazotróficos nas raízes no primeiro 

experimento (inoculação de uma espécie de Azospirillum e seleção de 

cultivares), além de produzirem maior teor de matéria seca no tratamento 

inoculado em relação ao tratamento controle. 

 
4.3.1 Avaliação da presença de diazotróficos 
 
Para o NMP de bactérias presentes nas raízes e nos colmos frescos 

das plantas, coletadas no final do ciclo da cultura, foram considerados 

significativamente superiores os tratamentos inoculados onde houve 

crescimento mínimo na ordem de dois logaritmos (Log) em relação ao 

tratamento controle, visto que aumentos de ordem menor do que esta podem 

estar relacionados a variações no comportamento fisiológico das células, e não 

devido ao evento da inoculação. 

O NMP variou entre Log10=3 e Log10=6 (Figura 4), sendo que nos 

tratamentos sem inoculação também foram detectadas bactérias diazotróficas, 

provavelmente porque estas bactérias ocorrem naturalmente no solo e a área 
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do experimento já vem sendo cultivada com milho em rotação com soja há 17 

anos, mantendo-se desta maneira uma população de diazotróficos estável.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Logaritmo do número mais provável (NMP) de células bacterianas 
por grama de matéria fresca de raiz (a) e colmo (b) de milho, sob 
tratamentos com e sem inoculação de bactérias diazotróficas e 
adubação nitrogenada. Eldorado do Sul / RS, 2008. 
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Entretanto, a quantidade destas bactérias nas raízes nos tratamentos 

sem inoculação foi menor em aproximadamente 2 Log em relação aos 

tratamentos que foram inoculados.   

Nas raízes, observou-se que os tratamentos com inoculação e com 

inoculação + 50 kg ha-1 de N apresentaram valores de NMP semelhantes e 

obtiveram aumento na ordem de 2 Log em relação aos seus respectivos 

controles, demonstrando que a inoculação das bactérias foi efetiva quanto a 

colonização das plantas.  

Nos colmos, o NMP por grama de matéria fresca variou entre  

Log10=3 e Log10=4, não havendo diferenças significativas entre os tratamentos, 

com exceção do híbrido P 32R48, onde observou-se um aumento da 

população diazotrófica de aproximadamente 3 Log no tratamento inoculado em 

relação ao seu tratamento controle.   

A menor população detectada no colmo do milho em comparação às 

raízes, pode ser explicada pelo fato de que o gênero Azospirillum tem o 

sistema radicular como nicho preferencial de colonização nas plantas, e uma 

vez dentro do tecido das plantas, podem interagir com outras bactérias sendo 

que a efetivação da colonização dependerá de diferentes requerimentos 

energéticos de cada microrganismo (Lodewyckx et al., 2002). 

Liu et al. (2006), estudando a colonização de milho e arroz por  

Bacillus megaterium observaram que esta bactéria migrou lentamente das 

raízes  em direção ao colmo e as folhas, evidenciando que apenas poucas  

células bacterianas podem ser encontradas na parte aérea destas espécies. 

 

4.3.2 Avaliação do teor relativo de clorofila na folha 
 
O SPAD fornece leituras que se correlacionam com o teor de clorofila 

presente nas folhas das plantas, constituindo-se num instrumento prático e 

rápido para se avaliar o teor de N foliar, visto que o teor de clorofila da folha se 

correlaciona positivamente com o teor de N na planta (Schadchina & Dmitrieva, 

1995) e com o rendimento da cultura (Smeal & Zhang, 1994). Isso se deve ao 

fato de que 50 a 70% do N total das folhas serem integrantes de enzimas 

(Chapman & Barreto, 1997) que estão associadas aos cloroplastos. Os valores 

médios das seis leituras SPAD obtidas durante os estádios desenvolvimento de 

planta V5 e R3  foram de 31,94 no tratamento controle; 34,32 no tratamento 
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inoculado; 41,76 no tratamento inoculado + 50 kg ha-1 de N e de 42,51 no 

tratamento com 130 kg ha-1 de N (Tabela 3,  Figura 5).  

 

Tabela 3. Leitura do clorofilômetro (leitura SPAD - Soil Plant Analysis 
Development) realizada nas folhas das plantas, em seis estádios 
de desenvolvimento do milho. Eldorado do Sul / RS, 2008. 

 

                                                                          Leitura SPAD 
 Tratamentos 

Híbrido Controle Inoculado,  
sem N 

Inoculado +  
50 kg N ha-1 

130 kg  
de N ha-1 

                                      Estádio1  V5       (CV% = 4,04) 
P 32R48 ns2 29,77 b   B 28,80 b  ns 35,60 a   ns 35,90 a 
AS 1575       29,70 b    A 32,52 ab       35,50 a       36,52 a 

SHS 5050       32,60 b  AB 31,80 ab       36,72 a       34,07 a 
Média    30,69    31,04    35,94    35,49 

                                      Estádio V7          (CV% = 6,14) 
P 32R48  ns 37,87 b  ns 41,07 ab  ns 45,37 a  ns 46,62 a 
AS 1575       37,30 b       42,15 ab       47,00 a       47,60 a 

SHS 5050       39,92 b     41,70 b       48,82 a       49,12 a 
Média    38,36   41,64    47,06    47,78 

                                    Estádio V10         (CV% = 7,07) 
P 32R48 ns 37,92 b  ns 36,75 b   ns 48,82 a  ns 49,37 a 
AS 1575       36,90 b      37,00 b       47,37 a       50,70 a 

SHS 5050       34,77 b       37,50 b       49,47 a       50,72 a 
Média    36,53    37,08    48,55    50,26 

                                    Estádio V15        (CV% =7,67) 
P 32R48  ns 32,85 b   ns 38,87 b  ns 46,02 a   ns 46,00 a 
AS 1575       30,80 b         35,10 ab       40,90 a        47,45 a 

SHS 5050       31,17 b        37,22  b       46,97 a        49,05 a 
Média    31,60    26,39    44,63    47,50 

                                    Estádio R1          (CV% = 8,39)                         
P 32R48  ns 28,75 b  ns 31,57 b  ns 37,85 a  ns 39,60 a 
AS 1575       26,65 c       34,52 b         38,45 ab       45,15 a 

SHS 5050       26,65 b       32,15 b       40,60 a       45,35 a 
Média    27,35    32,74    38,96    43,36 

                                     Estádio R3        (CV% = 9,26) 
P 32R48  ns 24,50 b ns 28,87 b ns 36,92 a  ns 37,57 a 
AS 1575        24,30 b       31,25 b       39,15 a       42,12 a 

SHS 5050        25,85 b       30,90 b       39,02 a       42,62 a 
Média      24,88    30,34    38,36    40,77 

Média geral     31,94     34,32     41,76     42,51 
 
1. Vx : x = n° de folhas completamente desenvolvidas na planta ;  R1 = embonecamento 

e  polinização;  R3 = grão leitoso;  conforme escala de Ritchie et al. (1992). 
ns2= não significativo. 
 
* Médias antecedidas pela mesma letra maiúscula na coluna, e médias seguidas pela 

mesma letra    minúscula na linha, não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de 
probabilidade.  
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Observou-se que até o estádio V7, nos tratamentos controle e 

inoculado os teores relativos de clorofila da folha aumentaram, o que se deve 

provavelmente pela extração de N do solo e disponibilizado pela decomposição 

da resteva de aveia-branca, suprindo o N requerido pelas plantas neste 

período. Após, observou-se uma queda nos valores da leitura SPAD nas 

plantas destes tratamentos, passando de 38,36 (estádio V7) para 31,94 

(estádio R3) no tratamento controle, e de 41,64 (estádio V7) para 34,32 (estádio 

R3) no tratamento inoculado (sem N).  

No tratamento com inoculação, sem aplicação de N, os incrementos 

nos teores relativos de clorofila da folha não foram estatisticamente 

significativos em relação ao tratamento sem inoculação (controle), exceto no 

estádio R1 para o híbrido AS 1575.   

Nas plantas dos tratamentos que receberam adubação nitrogenada, 

o valor máximo de leitura no clorofilômetro ocorreu entre os estádios V7 e V10, 

provavelmente porque a adubação nitrogenada de cobertura ocorreu no 

estádio V6. Para esta característica, os tratamentos inoculado + 50 kg ha-1 de N 

e 130 kg ha-1de N, foram estatisticamente iguais para os três híbridos em todos 

os estádios de desenvolvimento de planta avaliados. 

Segundo Kollb & Martin (1987), a adição de N no milho tem um efeito 

direto sobre a exudação radicular, aumentando o fornecimento de fontes de 

carbono às bactérias, estimulando desta forma sua colonização e efetivação da 

inoculação. A inoculação de Azospirillum com baixas doses de aplicação de N 

(15 a 40 kg ha-1 de N) tem mostrado maior eficiência para o sistema planta-

bactéria quando comparado com o uso isolado da bactéria. Fages (1994) relata 

que os aumentos observados no rendimento de grãos de sete experimentos de 

inoculação de milho na presença de baixas doses de N aplicado, se devem a 

um maior desenvolvimento do sistema radicular. 

 

4.3.3 Avaliações agronômicas dos híbridos 
 

Quanto à característica estatura (Tabela 4), os tratamentos inoculado 

+ 50 kg ha-1de N  e 130 kg ha-1 de N foram iguais estatisticamente nas 

avaliações realizadas entre os estádios de desenvolvimento V10 a R2 . A 

estatura média final das plantas (no estádio R2 – grão “bolha d’água) foi de 220, 
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224, 257 e 266 cm respectivamente, para os tratamentos controle, inoculado, 

inoculado + 50 kg ha-1 de N e 130 kg ha-1de N.  

Quanto às características número total de folhas e senescência foliar 

(Tabela 4), não ocorreu diferença significativa entre os tratamentos avaliados.  

Quanto ao número de grãos por espiga (Tabela 5), os valores 

variaram de 146 (P 32R48 / controle) a 380 (AS 1575 / 130 kg ha-1 de N) grãos 

por espiga. Os valores médios foram de 175, 167, 275 e 340 grãos por espiga 

respectivamente para os tratamentos controle, inoculado, inoculado + 50 kg ha-

1 de N  e 130 kg ha-1 de N. Observou-se que a inoculação não afetou esta 

característica, visto que o tratamento com inoculação foi igual ao tratamento 

controle. Entretanto, os tratamentos inoculado + 50 kg ha-1 de N e 130 kg ha-1 

de N  foram superiores e iguais estatisticamente, exceto para o híbrido SHS 

5050. 

O peso de grãos por espiga não variou entre os tratamentos controle, 

inoculado e inoculado + 50 kg ha-1 de N (55, 56 e 84 g de grãos por espiga), 

sendo superior no tratamento com 130 kg ha-1 de N (109 g de grãos por 

espiga). 
Quanto ao rendimento de massa seca da parte aérea (Tabela 5), 

variou de 6,61 Mg ha-1 para o híbrido P 32R48 no tratamento inoculado, a 

15,36 Mg ha-1 para o híbrido AS 1575 no tratamento inoculado + 50 kg de N ha-

1. Os híbridos AS 1575 e SHS 5050 no tratamento inoculado, apresentaram 

incremento de 1,68 e 3.77 Mg de massa seca ha-1 em relação ao tratamento 

controle, evidenciando que a inoculação das bactérias aumentou a massa seca 

da parte aérea para estes híbridos. Para os híbridos AS 1575 e SHS 5050, os 

tratamentos inoculado + 50 kg ha-1 de N e 130 kg ha-1de N foram iguais quanto 

ao rendimento de massa seca.  

Reis Júnior et al. (2008) observaram incremento na massa seca de 

plantas de milho inoculadas com Azospirillum spp., e consideraram que o maior 

rendimento de massa seca e o acúmulo de nutrientes por plantas inoculadas 

sejam devidos à produção de substâncias promotoras de crescimento pelas 

bactérias.  Bashan & Holguin (2004) relataram que os fito-hormônios, 

principalmente o ácido indol-acético (AIA), excretados por Azospirillum 

desempenham papel essencial na promoção do crescimento de plantas em 

geral. 



 38

 
Tabela 4. Avaliação da estatura de plantas em quatro estádios de 

desenvolvimento, número total de folhas no pendoamento e 
senescência foliar de três híbridos de milho, com e sem 
inoculação de bactérias diazotróficas e adubação nitrogenada. 
Eldorado do Sul / RS, 2008. 

 
                                  Tratamentos 

Híbrido Controle Inoculado Inoculado +  
50 kg N ha-1 

130 kg de N 
ha-1 

                        Estatura (cm) 
                                      Estádio 1 V6      (CV% = 6.2) 

P 32R48 3ns 46 ns    ns 48   ns 50    ns 54  
AS 1575     45 b           38 b          52 a          59 a 

SHS 5050     48 b           50 b          53 b          60 a 
Média   46        45       52       58 

                                       Estádio  V10     (CV% = 6.9) 
P 32R48 ns 109 b  ns 111 b  ns 139 a  ns 148 a 
AS 1575      113 b       120 b       153 a       173 a 

SHS 5050        126 ab       119 b       149 a       166 a 
Média   116   117   147    162 

                                        Estádio V14       (CV% = 5,92) 
P 32R48  ns 168 b  ns 173 b   ns 220 a  ns 232 a 
AS 1575       156 b       170 b       214 a       241 a 

SHS 5050       170 b       165 b       219 a       233 a 
Média     165    170    218    235 

                                     Estádio 2R2        (CV% = 5,1) 
P 32R48   ns 223 b  ns 219 b    ns 259 ab  ns 262 a 
AS 1575       225 b         234 ab       259 a       279 a 

SHS 5050       213 b       219 b       252 a       255 a 
Média    220    224   257   266 

                                  Total de folhas      (CV% = 3,3) 
                              ………………………………….  n°  ……………………………..            

P 32R48 ns 18 ns ns 19 ns 19 Ns 19 
AS 1575       22 ns       22       22       22 

SHS 5050       19 ns       20       20       20 
Média   20       20       20       20 

                                       Senescência       (CV% = 5,7) 
                        .......................................................%.................................................. 
P 32R48   ns 44 ns  ns 44   ns 48   ns 45 
AS 1575       49 ns       53       52       53 

SHS 5050       47 ns       48       48       48 
Média  47       48       49       49 

 
1. Vx : x = n° de folhas completamente desenvolvidas na planta.  
2. R2 = grão bolha d’água, conforme escala de Ritchie et al. (1992). 
ns3= não significativo. 

 
Médias antecedidas pela mesma letra maiúscula na coluna, e médias seguidas pela 
mesma letra  minúscula na linha, não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de 
probabilidade. 
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Quanto aos teores de N da massa seca da parte aérea (Tabela 5), 

variaram de 2,97 mg g-1 (híbrido SHS 5050 no tratamento controle) a 4,42 mg 

g-1 (híbrido AS 1575 no tratamento com 130 kg de N ha-1). Para o híbrido AS 

1575, os tratamentos inoculado, inoculado + 50 kg N ha-1 e 130 kg de N ha-1 

não diferiram estatisticamente.  

 

Tabela 5. Características agronômicas de três híbridos de milho, com e sem 
inoculação de bactérias diazotróficas e adubação nitrogenada. 
Eldorado do Sul / RS, 2008. 

 
 Tratamentos 

Híbrido Controle Inoculado Inoculado +  
50 kg N ha-1 130 kg de N ha-1 

                                               Grãos / espiga      (CV% = 9,9) 
                             ................................................  n°  ....................................................      
P 32R48  B 146 b B 172 b B 252 a    B 302 a 
AS 1575  A 213 b A 204 b A 312 a    A 380 a 

SHS 5050       AB 165 c B 125 c       AB 262 b  AB 337 a 
Média              175  167              275     340 

                                                peso grãos / espiga      (CV% = 12,6) 
.............................................  g  ....................................................... 

P 32R48  B 39 b AB 55 b B   70 b B   98 a 
AS 1575  A 77 c   A  70 c A 104 b A 128 a 

SHS 5050  B 50 c   B  42 c B   79 b B 100 a 
Média   55    56    84   109 

                                             Rendimento de massa seca da parte aérea1      (CV% = 17,0)
.................................................Mg há-1...................................................... 

P 32R48  A  7,13 ns2         B  6,61 B 9,33 B 9,66 
AS 1575       A  10,71 b A 12,39 b   A 15,36 a   A 15,04 a 

SHS 5050        A   7,12 b A 10,89 a AB 12,73 a AB 12,48 a 
Média              8,32    9,96     11,47     12,40 

                                                                  Rendimento de grãos      (CV% = 14,9) 
...............................................Mg há-1....................................................... 

P 32R48      B  2,87 b ns 3,69 b B 4,88 b       AB 7,46 a 
AS 1575     A  5,27 b      4,92 b A 7,78 a A  9,19 a 

SHS 5050    AB 3,43 b      3,09 b B 5,69 a B  7,15 a 
Média       3,85   3,90  6,11   7,93 

                                           Teor de N na massa seca da parte aérea      (CV% = 8,1) 
................................................mg g-1...................................................... 

P 32R48  ns 3,35 b AB 3,75 ab ns 4,10 ab ns 4,27 a 
AS 1575       3,50 b  A  4,22 a             4,15 a        4,42 a 

SHS 5050       2,97 b    B  3,12 ab       3,57 ab       3,80 a 
Média    3,27    3,70  3,94    4,16 
 

     1. Referente à matéria seca das folhas, colmos e espiga (sem grãos). 
     2. ns = não significativo. 
 
     * Médias antecedidas pela mesma letra maiúscula na coluna, e médias seguidas pela 

mesma letra   minúscula na  linha,  não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de 
probabilidade. 

 



 40

O rendimento de grãos (Tabela 5) variou de 2,87 Mg ha-1 (SHS 5050, 

tratamento controle)  a  9,19 Mg ha-1  (AS 1575, tratamento com 130 kg de N 

ha-1). Para os híbridos AS 1575 e SHS 5050 os resultados foram iguais 

estatisticamente nos tratamentos  inoculado + 50 kg ha-1 de N e 130 kg ha-1de 

N, embora o tratamento com 130 kg ha-1 de N tenha apresentado rendimento 

maior em 1,45 Mg ha-1 de grãos, para os dois híbridos.    

Como o experimento não contou com tratamento “ 50 kg ha-1 de N, 

sem inoculação” (controle para o tratamento com inoculação + 50 kg ha-1 de N), 

não é possível afirmar que a igualdade estatística dos tratamentos  inoculado + 

50 kg ha-1 de N (somente na semeadura)  e 130 kg ha-1 de N (50 kg na base e 

80 kg em cobertura) tenha sido devido à inoculação ou à adição de 50 kg ha-1 

de N na semeadura, no tratamento com inoculação. Porém, estes resultados 

demonstram um possível efeito da inoculação das bactérias sobre a 

disponibilidade de N para as plantas nos tratamento com inoculação + 50 ha-1 

kg de N (na base).   

Sem a aplicação do adubo nitrogenado, a inoculação das plantas de 

milho com bactérias diazotróficas não resultou em alteração para a maioria das 

características avaliadas. No caso do híbrido SHS 5050, um trabalho recente 

(Cavalcanti Alves, 2007) demonstrou que com a inoculação de bactérias 

diazotróficas das espécies Herbaspirillum spp. e Burkolderia spp. em milho, a 

campo, e pela técnica de abundância natural de 15N, o híbrido SHS 5050  

recebe contribuição de 45 e 36% de N provenientes da FBN nos experimentos 

de safrinha e safra respectivamente. 
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5. CONCLUSÕES 
 
a) O genótipo de milho influenciou na associação entre as bactérias e 

as plantas. 

 
b) A inoculação de bactérias diazotróficas aumentou o volume das 

raízes nas cultivares avaliadas.  

 
c) As raízes das plantas apresentaram maior população de 

diazotróficos do que os colmos.  

 
d) A inoculação a campo aumentou o rendimento da massa seca da 

parte aérea dos híbridos AS 1575 e SHS 5050. 

 
e) A inoculação a campo apresentou indícios de que juntamente com 

a adição de dose de 50 kg de N ha-1 na base, apresenta desempenho 

equivalente à aplicação de 130 kg de N ha-1 quanto ao rendimento de grãos 

para os híbridos AS 1575 e SHS 5050.  
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7. ANEXOS 

 
7.1 Meios de cultura e soluções utilizadas 

 

Meio de cultura NFb (DÖBEREINER et al., 1995) 
5,0 g L-1       Ácido málico 

0,5 g L-1       K2HPO4 

0,2 g L-1       Mg SO4. 7H2O 

0,1 g L-1       NaCl 

0,02 g L-1     CaCl2. 2H2O 

2 mL            Solução de micronutrientes   

2 mL            Azul de bromotimol (solução 0,5% em 0,2N KOH) 

4 mL            FeEDTA (solução 1,64%) 

1 mL            Solução de vitaminas 

4,5 g L-1       KOH 

pH                6,5 - 6,8 

 

 

 

Solução de micronutrientes 
0,04 g L-1    CuSO2. 5H2O 

1,20 g L-1    ZnSO4. 7H2O 

1,40 g L-1    H3BO3 

1,00 g L-1    Na2Mo4. 2H2O 

1,175 g L-1   MnSO4. 2H2O 
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Solução de vitaminas (DÖBEREINER et al., 1995) 
10 mg 100 mL-1  Biotina 

20 mg Pirridoxol – HCl 

 

 

Meio Dygs (DÖBEREINER et al., 1995) 
2 g L-1           Glicose 

2 g L-1                Ácido málico 

1,5 g L-1            Peptona bacteriológica 

2 g L-1                Extrato de levedura 

0,5 g L-1            K2HPO4 

0,5 g L-1            Mg SO4. 7H2O 

1,5 g L-1        Ácido glutâmico 

pH 6,5           6,5 

 

 

Solução para preservação de isolados  

10 g Leite em pó 

10 mL Glicerol 

90 mL Água 

 

 

Solução salina para diluição (DÖBEREINER et al., 1995) 
3,4 g L-1        KH2HPO4 

0,2 g L-1        MgSO4. 7H2O 

0,1 g L-1        NaCl 

0,02 g L-1      CaCl2. 2H2O 

2 mL             Solução de micronutrientes 

4 mL             FeEDTA (solução 1,64%) 

4,5 g L-1        KOH 

pH                 7,0 
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Solução nutritiva (SARRUGE, 1975) 
N  210 mg L-¹ 

P 31 mg L-¹ 

K 234 mg L-¹ 

Ca  200 mg L-¹ 

Mg  48 mg L-¹ 

S  64 mg L-¹ 

B  0,5 mg L-¹ 

Cu  0,02 mg L-¹ 

Fe  5,0 mg L-¹ 

Mn  0,5 mg L-¹ 

Zn  0,05 mg L-¹ 

Mo  0,01 mg L-¹ 
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7.2 Registro fotográfico 

 

Foto 1. Inoculação das sementes “in vitro” 

 

 

Foto 2. Experimento de inoculação e seleção de cultivares de milho eficientes 

na associação com uma linhagem de Azospirillum (primeira etapa). 
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Foto 3. Experimento a campo (resteva de aveia-branca) após a 
demarcação das linhas de cultivo e adubação com P e K. 

 

Foto 4. Experimento a campo, plantas com 3-4 folhas, antes do desbaste. 
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Foto 5. Experimento a campo, 30 DAE das plantas. 

 

 

Foto 6. Leitura do teor relativo de clorofila na folha com o aparelho 
clorofilômetro. 
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         Foto 7. Experimento a campo, 50 DAE das plantas. 

 

 

Foto 8. Experimento a campo, 50 DAE das plantas (visível diferença 
entre parcelas / tratamentos). 
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Foto 9. Colheita do experimento a campo. 
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