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RESUMO GERAL 

 

O estresse hídrico e a deficiência de nitrogênio no solo são os estresses abióticos que mais 

limitam o crescimento e o desenvolvimento das plantas. Apresentam-se como a principal 

consequência na redução da produtividade das culturas. O milho é um dos cereais mais 

responsivos à condição hídrica, e muitas vezes é cultivado sob condições de déficit hídrico e 

baixa fertilidade. A tolerância das plantas de milho ao déficit hídrico proveniente de veranicos 

precisa ser melhorada afim de que satisfaçam as demandas de alimentos em áreas com 

disponibilidade limitada de recursos hídricos e em baixa fertilidade dos solos. Neste sentido, o 

uso de rizobactérias surge como uma ferramenta para amenização desses efeitos deletérios 

resultantes da seca e do baixo nitrogênio aplicado no solo. A inoculação por rizobactérias 

promotoras do crescimento de plantas proporciona aumento no sistema radicular, constituindo 

estratégia de adaptação das plantas em condição de déficit hídrico, que poderá refletir em 

tolerância e em maior produtividade das culturas. Além disso, essas rizobactérias têm a 

capacidade de realizar a fixação biológica do nitrogênio. Assim, devido as várias respostas 

envolvendo os genótipos das plantas, da própria bactéria, e as condições ambientais, surge a 

necessidade de compreender melhor os mecanismos envolvidos nesta interação. Para isso, 

foram realizados dois experimentos em casa de vegetação e dois em campo. Para os dois 

primeiros experimentos foram avaliadas características ecofisiológicas, morfologia foliar e 

radicular e absorção de nutrientes. No primeiro ensaio foi avaliado as respostas da combinação 

de várias estirpes de Azospirillum brasilense na presença e ausência de déficit hídrico, 

utilizando um genótipo de milho sensível a seca. O inoculante Az1 atenuou os efeitos deletérios 

causados pela seca e promoveu o melhor crescimento do sistema radicular, resultando na 

tolerância das plantas de milho ao déficit hídrico. No segundo, a avaliação foi a mesma que no 

primeiro experimento com a diferença no genótipo do milho que apresenta tolerância a seca. A 

inoculação por Az1, Az2 e Az3 pode melhorar o crescimento vegetal, absorção de nutrientes e 

mitigar os efeitos do déficit hídrico no desenvolvimento das plantas de milho. A partir dos 

resultados destes dois experimentos foi instalado o experimento em campo com variação na 

dose de nitrogênio aplicado no solo, utilizando o genótipo de milho sensível a seca e os dois 

inoculantes mais responsivos. Foi observado o efeito de mitigação do déficit hídrico e da 

aplicação de nitrogênio no solo com os inoculantes Az1 e Az2. As respostas morfofisiológicas 

foram melhoradas com a presença de A. brasilense. Além disso, foi possível observar o aumento 

na produtividade com a inoculação por Az2. Na interação dos estresses abióticos do déficit 

hídrico e do baixo nitrogênio, A. brasilense melhora a morfofisiologia e a produção das plantas 

de milho.  

 

Palavras-chave: Zea mays L.; Seca; Adubação Nitrogenada; Rizobactérias; Produtividade de 

grãos. 

 

 

 

 

 

                   

 

 



GENERAL ABSTRACT 

 

Water stress and soil nitrogen deficiency are the abiotic stresses that most limit plant growth 

and development. They are presented as the main consequence in reducing the productivity of 

crops. Maize is one of the cereals most responsive to the water condition, and is often grown 

under conditions of water deficit and low fertility. The tolerance of maize plants to water deficit 

from drought periods, needs to be improved in order to meet the demands of food in areas with 

limited availability of water resources and low soil fertility. In this sense, the use of 

rhizobacteria appears as a tool to ameliorate these deleterious effects resulting from drought 

and low nitrogen applied to the soil. The inoculation by rhizobacteria that promote plant growth 

provides an increase in the root system, constituting a strategy of adaptation of plants in the 

condition of water deficit, which may reflect in tolerance and in higher productivity of crops. 

In addition, these rhizobacteria have the ability to perform biological nitrogen fixation. Thus, 

due to the various responses involving plant genotypes, bacteria, and environmental conditions, 

there is a need to better understand the mechanisms involved in this interaction. For that, two 

experiments were carried out in a greenhouse and two in the field. For the first two experiments 

we evaluated ecophysiological characteristics, foliar and root morphology and nutrient 

absorption. In the first trial the responses of the combination of several strains of Azospirillum 

brasilense in the presence and absence of water deficit were evaluated using a drought sensitive 

genotype. The inoculant Az1 attenuated the deleterious effects caused by drought and promoted 

the best growth of the root system, resulting in the tolerance of maize plants to water deficit. In 

the second, the evaluation was the same as in the first experiment with the difference in the 

maize genotype that shows drought tolerance. Az1, Az2 and Az3 inoculation can improve plant 

growth, nutrient uptake and mitigate the effects of water deficit on the development of maize 

plants. From the results of these experiments we carried out two other experiments in the field 

varying dose of nitrogen applied in the soil and by using a genotype sensitive to drought and 

the two more responsive inoculants. The effect of water deficit mitigation and soil nitrogen 

application with Az1 and Az2 inoculants was observed. The morphophysiological responses 

were improved with the presence of A. brasilense. In addition, it was possible to observe the 

increase in productivity with the Az2 inoculation. In the interaction of the abiotic stresses of 

the water deficit and of the low nitrogen, A. brasilense improves the morphophysiology and the 

production of the maize plants. 

 

Keywords: Zea mays L.; Drought; Nitrogen fertilization; Rizobacteria; Grain productivity.           
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CAPÍTULO I - INTRODUÇÃO GERAL 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

As plantas, de maneira geral, ao longo do seu desenvolvimento podem ser expostas a 

vários estresses ambientais. O déficit hídrico proveniente da seca é o estresse abiótico que mais 

reduz a produtividade das culturas, impactando negativamente a sustentabilidade agrícola 

(KERRY et al., 2018). Esta condição adversa afeta os cereais, como o milho, desde da 

germinação, desempenho das plântulas até o enchimento dos grãos. O déficit hídrico também 

reduz a absorção de nitrogênio pelas plantas (PARAJULI et al., 2018). Além disso, espera-se 

que o rendimento de grãos seja ainda mais impactado pelas perspectivas das mudanças 

climáticas atuais e futuras. Também, o cultivo do milho na segunda safra (safrinha) é muito 

propício a períodos com déficit hídrico, principalmente nas fases reprodutivas e enchimento de 

grãos. 

Aliado a esse fator, os solos com deficiência em nitrogênio limitam a produção do milho. 

Os efeitos dos estresses abióticos relacionados ao déficit hídrico e ao baixo nitrogênio no solo 

reduzem a fotossíntese, área foliar e aceleram a senescência das folhas. O impacto no 

rendimento dos grãos pode chegar a uma redução da produção em até 82% quando as plantas 

de milho são expostas a esses dois fatores (KHAN et al., 2018; PARAJULI et al., 2018). 

As rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPR) podem melhorar as 

respostas aos estresses abióticos dos vegetais (VAN OOSTEN et al., 2017; DAR et al., 2018; 

KAUSHAL, 2019). As PGPR são um suporte para o desenvolvimento das plantas em ambientes 

estressantes (KAUSHAL; WANI, 2015). A promoção do crescimento das plantas é assumida 

como uma consequência de uma combinação de vários mecanismos (fisiológicos, bioquímicos 

e morfológicos), possivelmente agindo de forma aditiva ou como uma cascata. A maioria dos 

estudos refere-se à produção de fitormônios (KAUSHAL, 2019). Ao mesmo tempo essas 

rizobactérias podem realizar a fixação biológica de nitrogênio (FBN) (MARTINS et al., 2016; 

ZEFFA et al., 2019); melhorar o crescimento radicular e aumentar a absorção de água e íons 

(KAUSHAL, 2019). O gênero Azospirilllum é capaz de colonizar um vasto número de espécies 

de plantas melhorando o crescimento, desenvolvimento e a produtividade em condições 

agronômicas (CASSÁN et al., 2014).  

O conhecimento e a seleção de estipes de A. brasilense mais eficientes em diferentes 

condições ambientais é importante para o sucesso desta tecnologia. Além disso, no mercado 

comercial, a associação de mais de uma estirpe potencializa os resultados da inoculação. Neste 

sentido, o estudo dos mecanismos desencadeados pelas estirpes de A. brasilense nas plantas de 
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milho pode ajudar na busca de práticas agrícolas sustentáveis e, possivelmente, revelar o uso 

destas bactérias como estratégia para mitigar os efeitos de estresses bióticos e abióticos na 

produtividade agrícola (FUKAMI et al., 2018).  

Todavia, é importante considerar que a interação do déficit hídrico, nitrogênio no solo 

e A. brasilense com as plantas são bastantes dinâmicas, considerando a genética da própria 

bactéria, estádio vegetativo da planta, tipo e fertilidade do solo, além da condição ambiental 

(COELHO et al., 2017). As respostas dessas bactérias com o déficit hídrico dependem da 

intensidade e duração do estresse (NASEEM et al., 2018). Assim, é importante considerar que 

esta rizobactéria pode diferir em suas propriedades de conferir tolerância à seca e ao baixo 

nitrogênio aplicado no solo, o que justifica seleção de bactérias mais eficazes (GARCÍA et al., 

2017).  

A seleção de genótipos de milho que sejam mais eficifentes na interação com as 

rizobactérias sob as condições ambientais diversas garantem práticas agrícolas mais 

sustentáveis e resilientes. Os resultados da associação e os mecanismos de A. brasilense com 

genótipos tolerantes e sensíveis ao déficit hídrico podem proporcionar maiores rendimentos de 

grãos em condições de seca e de baixa disponibilidade de nitrogênio no solo. 

Nesse contexto, objetivou-se avaliar as respostas morfofisiológicas e produtividade das 

plantas de milho inoculadas com Azospirillum brasilense sob déficit hídrico e doses de 

nitrogênio. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Aspectos gerais da cultura do milho 

 

 O milho (Zea mays L.) é uma planta de ciclo anual, monocotiledônea, planta C4, 

pertencente à família das Poáceas. É um dos cereais mais antigos cultivados no mundo. A 

produção desta cultura ocorre em climas que variam desde a zona temperada até a tropical. Para 

a obtenção de maior produtividade, o milho necessita de 380 a 550 mm de água, dependendo 

do clima. O ciclo vegetativo do milho pode variar de 110 a 180 dias após a emergência no solo, 

dependendo dos fatores climáticos prevalentes no local. 

O Brasil é o 3º maior produtor mundial de milho, ocupando o 2º lugar em exportação 

deste cereal (CONAB, 2018). A dinâmica da produção desta cultura mudou nos últimos anos, 

deixando de ser atribuído somente à alimentação humana e animal, mas também como 

commodity exportável e como matriz energética na produção de etanol. A produção média de 

grãos brasileira, apesar dos avanços tecnológicos na nutrição das plantas e manejo do solo, 

ainda é muito baixa considerando o potencial desta cultura (CONAB, 2018; PETEAN et al., 

2019). 

Em função das características edafoclimáticas, as épocas de semeadura safra/safrinha 

podem variar de acordo com cada região geográfica. O cultivo na época da safrinha apresenta 

menor potencial de produtividade, e geralmente com o maior ciclo das plantas. O milho safrinha 

enfrenta condições menos favoráveis ao cultivo, especialmente menor índice pluviométrico e 

temperaturas mais baixas existentes nesta época, após a colheita da safra verão.  

As plantas de milho apresentam metabolismo fotossintético C4, sendo caracterizadas 

como eficientes no uso de água e nitrogênio. A via C4 da fotossíntese permite a redução da 

abertura estomática e, consequentemente, diminuição na transpiração. Contudo, a enzima 

fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPcase) tem uma afinidade maior com o seu substrato 

bicarbonato que a Rubisco para CO2, refletindo nas altas taxas de assimilação de carbono 

(HÜTSCH; SCHUBERT, 2017; BRUSAMARELLO-SANTOS et al., 2017). Além disso, 

devido a ação da PEPcase ocorre aumento na concentração CO2 nos sítios de carboxilação da 

rubisco, resultando na supressão da oxigenação da ribulose-1,5-bifosfato e, portanto, da 

fotorrespiração (DING et al., 2015; BRUSAMARELLO-SANTOS et al., 2017). Assim, o milho 

é caracterizado por um sistema altamente produtivo na assimilação de carbono. Entretanto, os 

estresses abióticos como o déficit hídrico, temperatura, baixo nitrogênio e fertilidade dos solos 

são fatores que interferem nas atividades fisiológicas das plantas de milho e, portanto, na 



14 
 

produção dos grãos e na matéria seca (PARAJULI et al., 2018; DJEMEL et al., 2019; ZEFFA 

et al., 2019). 

 

2.2 Efeito do estresse hídrico no crescimento e desenvolvimento das plantas 

 

O estresse hídrico proveniente da seca é resultado do desequilíbrio entre a 

disponibilidade de água no solo e a demanda evaporativa. A seca está entre os estresses 

abióticos mais destrutivos que vem se intensificando nas últimas décadas (VURUKONDA et 

al., 2016). A sua intensidade pode variar de curto, moderado, prolongado a extremamente 

severo, restringindo fortemente a produtividade agrícola mundial. 

Para lidar com o estresse hídrico, as plantas apresentam mecanismos de escape, fuga 

e tolerância (JUENGER, 2013; RASOOL et al., 2019). Escape envolve mudanças evoluídas 

ou plásticas na fenologia, para que os principais períodos de crescimento e reprodução não 

coincidam com o período de déficit. Neste mecanismo ocorre o florescimento e maturidade 

fisiológica precoce, plasticidade no desenvolvimento e remobilização de fotoassimilados para 

o grão. A fuga é definida como a capacidade das plantas em manter alto potencial hídrico nos 

tecidos mesmo em condições de baixa umidade. Para este processo as plantas aumentam o 

desenvolvimento radicular e reduzem a condutância estomática e área foliar para diminuir a 

transpiração. A tolerância é a habilidade das plantas em resistir ao déficit com baixo potencial 

hídrico nos tecidos. Este mecanismo é possível pela manutenção do turgor celular por meio 

do ajuste osmótico, com aumento da elasticidade e decréscimo no tamanho das células e, 

portanto, tolerância à dessecação. A tolerância permite a recuperação após períodos de 

desidratação e seca. 

O milho é uma das culturas mais suscetíveis ao déficit hídrico (DJEMEL et al., 2019), 

por apresentar simultaneamente o tempo de antese com veranicos na safra e invernos secos na 

safrinha, em algumas regiões brasileiras. O déficit hídrico reduz a germinação e o 

desenvolvimento das plântulas por interferência no processo de embebição e de alongamento 

celular. A velocidade de germinação é comprometida nesta condição. À medida que o teor de 

água do solo diminui, ocorre a redução da velocidade de germinação e restrições mais severas 

passam a prejudicar o desenvolvimento das plântulas. Além disso, na fase de germinação o 

déficit de água limita o número de plantas por área (estande). 

Logo após a germinação, o déficit hídrico na fase vegetativa reduz o crescimento das 

plantas, e a disponibilidade e o transporte dos nutrientes no solo (VURUKONDA et al., 2016). 

A baixa disponibilidade hídrica reduz o transporte dos nutrientes até as raízes. A seca, portanto, 
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diminui a difusão e o fluxo de massa dos nutrientes solúveis na água, tais como nitrato, sulfato, 

Ca, Mg (CLAIR; LYNCH, 2010), afetando a nutrição e o crescimento- vegetal.  

O florescimento feminino (estilo-estigma) é retardado pela baixa disponibilidade de 

água, gerando dessincronização deste com o pendão e culminando em perdas de produtividade 

(ARAUS et al., 2011; DJEMEL et al., 2019). Na fase de enchimento de grãos, a restrição da 

água compromete o transporte de nutrientes e a alocação dos fotoassimilados. 

Uma das primeiras respostas das plantas ao déficit hídrico é a limitação estomática 

(SOUZA et al., 2013; REIS et al., 2018), que reduz a condutância estomática e a transpiração. 

Esta resposta é um mecanismo evolutivo para diminuir a perda de água para a atmosfera 

(ÁVILA et al., 2017). O fechamento dos estômatos durante as condições de déficit hídrico reduz 

a absorção de CO2, diminuindo o carbono no mesofilo das folhas e assim, reduzindo a taxa 

fotossintética e o desenvolvimento das plantas (MUTAVA et al., 2015; DAR et al., 2018). Além 

disso, a redução nos teores de clorofila devido ao déficit de água, especialmente em folhas mais 

velhas, pode ser outro fator para a limitação da fotossíntese (AHAMAD et al., 2014). 

A inibição da fotossíntese, por sua vez, leva à superprodução de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) (SOUZA et al., 2013). As EROs podem causar vários danos nas plantas como 

peroxidação lipídica, deterioração das membranas, degradação de proteínas, lipídios e ácidos 

nucleicos (KAUSHAL; WANI, 2016). Em consequência da geração excessiva das EROs ocorre 

à indução de senescência, que contribui para a remobilização de nutrientes antes da morte das 

folhas. A senescência foliar induzida pela seca causa a abscisão das folhas e previne a perda de 

água através da transpiração. Durante este processo, ocorrem alterações bioquímicas e 

moleculares como a condensação da cromatina, peroxidação, inchaço nos tilacóides e 

degradação das clorofilas e proteína (RASOOL et al., 2019).  

O estresse hídrico afeta o metabolismo das raízes, causando alterações na 

morfologia/arquitetura dos vegetais (RAHDARI; HOSEINI, 2012). A redução no potencial 

hídrico do solo resulta na desidratação das células, inibindo a expansão e a divisão celular, 

resultando em estresse osmótico (KAUSHAL; WANI 2016). A escassez de água desencadeia 

não apenas a senescência de áreas verdes das plantas, mas também em células meristemáticas 

das raízes, que sofrem aumento de tamanho, desintegração das membranas plasmáticas e de 

outras organelas celulares (RASOOL et al., 2019). 

O déficit hídrico altera a atividade das enzimas do metabolismo de nitrogênio e carbono, 

e na taxa de crescimento das plantas (milho) (SILVA et al., 2019). Em condições de baixa 

disponibilidade hídrica as plantas absorvem menor quantidade de nutrientes (VURUKONDA 

et al., 2016).  
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2.3 Efeito do nitrogênio no desenvolvimento das plantas 

 

 O nitrogênio (N) é um elemento mineral que compõem 1-5% da matéria seca total das 

plantas. É constituinte integral de aminoácidos, proteínas, ácidos nucleicos, clorofilas, 

coenzimas, fitormônios e metabólitos secundários (AHAMAD et al., 2014). Assim, a 

assimilação do N é um processo vital que controla o crescimento e o desenvolvimento das 

plantas, além de apresentar efeitos marcantes sobre a biomassa e a produtividade das culturas 

(TAIZ; ZEIGER, 2013). As principais fontes de N absorvidas pelas plantas superiores são 

nitrato (NO3
-) e amônio (NH4

+). Geralmente, na aplicação de fertilizantes nitrogenados apenas 

40-50% é utilizado pela cultura, o restante é perdido no sistema solo-planta podendo resultar 

em problemas ambientais (HAWKESFORD et al., 2012). 

Para o processo de produção das culturas não leguminosas como milho, trigo e arroz os 

fertilizantes nitrogenados são um dos maiores custos para os agricultores (TEIXEIRA FILHO 

et al., 2017). O uso destes fertilizantes deve ser cuidadosamente controlado para garantir um 

maior rendimento e manejo adequado do N no solo. Uma vez que tanto a produção quanto a 

aplicação desses fertilizantes colaboram para o acréscimo na emissão dos gases CO2 e NO2, 

responsáveis pelo aumento do efeito estufa sobre a Terra. Inclusive, o uso constante de insumos 

químicos e em altas doses contribuem com os impactos negativos nos agroecossistemas. A 

erosão, contaminação de águas superficiais e subterrâneas, resíduos químicos nos solos, efeitos 

nos organismos edáficos e aquáticos são consequências do manejo inadequado do solo. A 

aplicação de N no solo pode ainda levar a perdas por volatilização, desnitrificação e lixiviação. 

 A adubação nitrogenada no milho para maior rendimento de grãos (eficiência no uso do 

N) é em média de 100-150 kg de N ha-1, em regiões tropicais (BREDA et al., 2019). Além 

disso, é o nutriente mais exportado nesta cultura, com aproximadamente 75% do N sendo 

translocado para o grão (NEUMANN et al., 2005). Deste modo, a deficiência de N inibe 

fortemente o desenvolvimento das plantas e sua produtividade. 

As principais razões da deficiência de N nos solos são a baixa eficiência de recuperação 

dos fertilizantes nitrogenados aplicados (FAGERIA, 2014). Este fato acontece por ocorrer 

perdas por volatilização, lixiviação, desnitrificação e erosão do solo (CUNHA et al., 2016). 

Partes do N, também, é imobilizada em materiais orgânicos não decompostos e pela população 

microbiana do solo. 

Os sintomas de deficiência de N são plantas raquíticas, folhas estreitas, clorose foliar, 

menor altura do dossel e, em gramíneas, o perfilhamento e o número de sementes são reduzidos. 

As plantas apresentam duas respostas a deficiência de acordo com Hawkesford et al. (2012): na 
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primeira fase a expansão foliar é reduzida sem alterar a fotossíntese e o crescimento radicular 

é estimulado. Na segunda fase, após a contínua deficiência de N ocorre a quebra das moléculas 

dos ácidos nucleicos e proteínas nas folhas, geralmente associadas a senescência foliar. Além 

disso, ocorre o colapso da RUBISCO, limitando a capacidade máxima fotossintética das 

plantas, inibindo o crescimento vegetal. 

Aproximadamente 90% do movimento de N no solo até as raízes das plantas é por fluxo 

de massa (AHAMAD et al., 2014). Em condições de déficit hídrico, este movimento é 

drasticamente reduzido e as plantas sofrem limitação na absorção deste nutriente, que contribui 

para perdas no rendimento de grãos. Devido a este déficit de água, a absorção de N é limitada 

pela quantidade de N que entra em contato com as raízes, o que pode refletir em deficiência 

deste elemento mesmo sob alta concentração no solo (VASCONCELOS et al., 2016). Em 

resposta a esse déficit de água, as plantas podem investir em raízes mais profundas explorando 

o perfil do solo. Porém, os nutrientes concentrados na superfície seca do solo podem ficar 

indisponíveis para a absorção das plantas. 

O metabolismo do N tem um papel importante na tolerância à seca, visto que os 

processos fisiológicos das plantas responsivos ao déficit hídrico envolvem o metabolismo do N 

(WANG et al., 2017). A maioria dos solutos e proteínas produzidos durante uma resposta ao 

estresse são compostos contendo N, como aminoácidos, amidas, betaínas. Assim, a maior 

absorção de nitrogênio pode atenuar os efeitos deletérios decorrentes do déficit hídrico nos 

cereais.  

 

2.4 Uso de rizobactérias para atenuar estresses abióticos 

 

Para mitigar o efeito resultante do déficit hídrico e da baixa disponibilidade de N nos 

solos na produção de grãos na cultura do milho, várias pesquisas vêm sendo realizadas visando 

a interação de plantas com microrganismos (bioestimulantes/biofertilizantes) (KAUSHAL, 

2019; COELHO et al., 2017). O papel microbiano na adaptação das plantas aos estresses 

ambientais está ganhando atenção devido ser uma estratégia de fácil execução, com custos 

baixos e ecologicamente viável (FUKAMI et al., 2018).  

O emprego de rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (PGPR) é ferramenta 

importante e promissora para a agricultura sustentável. PGPR oferece alternativa atraente 

economicamente e ecologicamente correta para aumentar a disponibilidade de água e nutrientes 

(PRASSAD et al., 2019). As PGPR habitam a rizosfera/sistema radicular formando um 

complexo ecológico que influencia o crescimento e a produtividade através das suas atividades 

metabólicas e dos múltiplos mecanismos que são gerados dessa interação com as plantas (VAN 
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OOSTEN et al., 2017). Os efeitos mais comumente observados pelas PGPR são o aumento do 

número e comprimento das raízes laterais e dos tricomas radiculares (VACHERON et al., 

2013), proporcionando maior exploração do perfil dos solos. 

Além disso, Pii et al. (2019) relataram que as PGPR podem representar uma ferramenta 

valiosa para melhorar a nutrição vegetal, uma vez que na agricultura o N tem sido fornecido as 

plantas via aplicação de fertilizantes. Assim, na busca crescente pela sustentabilidade dos 

sistemas de produção, a fixação biológica de nitrogênio (FBN) é alternativa visando à economia 

de fertilizantes nitrogenados, que pode suplementar ou mesmo substituir este uso de 

fertilizantes (CUNHA et al., 2016). 

O gênero Azospirillum é capaz de colonizar um grande número de espécies de plantas 

cultivadas melhorando o crescimento, desenvolvimento e a produtividade (DAR et al., 2018). 

Esta bactéria é capaz de colonizar várias espécies de plantas monocotiledôneas, incluindo 

culturas importantes como trigo, milho e arroz (YADAV; SARKAR, 2019).  

A promoção do crescimento das plantas por Azospirillum brasilense ocorre como 

consequência da combinação de vários mecanismos fisiológicos, bioquímicos e morfológicos 

(BASHAN; BASHAN, 2010), possivelmente agindo de forma aditiva ou como efeito cascata. 

Os benefícios trazidos pela associação desta bactéria com as plantas são a síntese de várias 

substâncias reguladoras do crescimento, como os fitormônios (BARNAWAL et al., 2019); 

fixação biológica do N (REVOLTI et al., 2018); solubilização de fosfato e ferro (GALINDO et 

al., 2016; REVOLTI et al., 2018); biocontrole de fitopatógenos (DAR et al., 2018) e proteção 

das plantas contra estresses abióticos (KAUSHAL, 2019).  

O uso de Azospirillum, devido aos efeitos positivos apresentados no crescimento e na 

nutrição vegetal, pode ser considerado bioestimulante de plantas (VAN OOSTEN et al., 2017). 

 Dobbelaere et al. (2003) relataram que a inoculação com A. brasilense é eficiente nas 

culturas mesmo em solos com alto teor de N disponível, o que indica que as respostas das 

plantas ocorrem não apenas por causa da fixação de N2, mas devido a produção de substâncias 

reguladoras do crescimento, como auxinas, giberelinas e citocininas (FUKAMI et al., 2017). 

Nas raízes, Azospirillum provoca modificações na arquitetura radicular, as quais estão 

relacionadas ao aumento no número de radicelas e no comprimento da raiz, podendo refletir em 

maior exploração de solo (VACHERON et al., 2013) e absorção de nutrientes (DAR et al., 

2018). Neste sentido, as raízes desempenham papéis-chave na aquisição de água do solo. Em 

condições de déficit hídrico, tem sido observado que a distribuição e estrutura, e não a 

quantidade de raízes é que determina a estratégia mais eficiente para extrair água em solos 

secos. Assim, as plantas inoculadas por A. brasilense apresentando raízes mais compridas 

podem explorar os perfis mais profundos dos solos. Além disso, a inoculação pode ainda induzir 
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a sinalização hormonal da raiz para a parte aérea, regulando o crescimento foliar e outros 

processos fisiológicos das plantas (BARNAWAL et al., 2019). 

Em áreas tropicais é possível ocorrer frequentemente períodos de seca (MARTINS et 

al., 2016), que são comumente associados ao uso ineficiente de N pelas plantas, representando 

um déficit na produção (MARTINS et al., 2018). Assim, o uso de técnicas biológicas, como a 

inoculação por A. brasilense, pode melhorar as respostas morfofisiológicas das plantas e a 

eficiência no uso de fertilizantes, representando uma alternativa sustentável para o cultivo dos 

cereais. Além disso, deve-se se atentar para os benefícios econômicos e ambientais 

proporcionados por esta rizobactéria com a inoculação, seja em ambiente com déficit de água 

ou com disponibilidade hídrica. 

O estudo dos mecanismos desencadeados por A. brasilense nas plantas pode ajudar na 

busca de práticas agrícolas sustentáveis e, possivelmente, revelar o uso destas bactérias como 

estratégia para mitigar os efeitos de estresses bióticos e abióticos na produtividade agrícola 

(FUKAMI et al., 2018). No entanto, é importante considerar que a interação da A. brasilense 

com as plantas são bastantes dinâmicas, considerando a genética da própria bactéria, estádio 

vegetativo da planta, tipo e a fertilidade do solo, além da condição ambiental (COELHO et al., 

2017). Além disso, as respostas dessas bactérias com o déficit hídrico dependem da intensidade 

e duração do estresse (NASEEM et al., 2018). Assim, é importante considerar que estas 

rizobactérias podem diferir em suas propriedades de conferir tolerância à seca e a baixa 

fertilidade dos solos, o que justifica seleção de estirpes de A. brasilense mais eficazes (GARCÍA 

et al., 2017).  

Nas plantas de milho, a seleção de genótipos que sejam mais eficientes na interação com 

as rizobactérias podem conferir aumento na produtividade. O genótipo DKB 390 possui como 

característica tolerância a seca e a adaptação a diferentes tipos de solo e manejo (SOUZA et al., 

2013). Já o BRS 1040 é caracterizado como genótipo com sensibilidade ao déficit hídrico. 

Assim, o conhecimento dos mecanismos da interação de estirpes de A. brasilense com estes 

materiais podem aumentar a eficiência da inoculação com ganhos no rendimento de grãos em 

condições de seca e baixo nitrogênio no solo. 
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3 CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

O milho safrinha é a principal época de cultivo deste cereal no Brasil. Assim, devido às 

condições climáticas como o menor índice pluviométrico e temperaturas mais baixas existentes 

nesta época, este ceral está sujeito ao déficit hídrico. Além disso, a ameaça das mudanças 

climáticas vem alterando significativamente o volume de chuvas em diversas áreas do globo, 

gerando períodos severos de seca em muitos locais. O déficit hídrico resultante da seca é o fator 

que mais impacta o rendimento dos grãos das culturas, além de reduzir a absorção de nitrogênio 

pelas plantas. Aliado a toda esta problemática, o manejo ineficiente dos solos com a baixa 

disponibilidade de nitrogênio é o segundo fator mais limitante da produção dos cerais. A 

tolerância do milho ao déficit hídrico e à baixa disponibilidade de nitrogênio precisa ser 

melhorada afim de satisfazer as demandas de alimentos em áreas com disponibilidade 

limitada de recursos hídricos e de baixa fertilidade dos solos.   

O emprego de rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (PGPR) é uma 

ferramenta importante e promissora para a agricultura sustentável. No cenário atual, as PGPR 

apresentam-se como uma alternativa economicamente atraente e ecologicamente correta para 

aumentar a disponibilidade de água e nutrientes (incluindo o nitrogênio). Os resultados das 

interações da A. brasilense com os genótipos de milho, déficit hídrico e baixo nitrogênio no 

solo podem ser bastante dinâmicos. Assim, todos estes fatores precisam ser estudados para 

melhorar a compreensão do efeito da inoculação nas respostas dos vegetais frente ao déficit 

hídrico e da baixa disponibilidade de nitrogênio no solo.  
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CAPÍTULO II - Trocas gasosas, morfologia radicular e nutrientes em plantas de milho 

inoculadas com Azospirillum brasilense cultivadas em duas condições hídricas 

 

RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar as trocas gasosas, morfologia radicular e a 

concentração de nutrientes em plantas de milho inoculadas por A. brasilense em duas condições 

hídricas. O experimento foi realizado em casa de vegetação, com delineamento experimental 

inteiramente casualizado em fatorial 4x2. Os tratamentos constaram de quatro inoculantes de 

A. brasilense (Controle, Az1, Az2 e Az3) e duas condições hídricas, irrigado e déficit hídrico. 

No estádio vegetativo V6 foi imposto o estresse hídrico nas plantas de milho por 15 dias. Foram 

avaliadas, após os 15 dias de imposição do déficit hídrico, as características fitotécnicas, trocas 

gasosas, morfologia radicular, massa seca da raiz e análise de macronutrientes. O déficit hídrico 

causou redução no crescimento das plantas de milho e a presença de A. brasilense Az1 

proporcionou maior fotossíntese, eficiência de carboxilação (A/Ci), eficiência no uso da água 

(WUE), e maior exploração do solo com aumento do comprimento, área superficial e volume 

radicular das plantas. A inoculação por A. brasilense aumentou o volume do sistema radicular 

no irrigado em média 40% e no estressado 47% quando comparado as plantas sem inoculação. 

A inoculação por A. brasilense melhora o desenvolvimento das plantas de milho em ambas as 

condições hídricas. O inoculante Az1 atenua os efeitos deletérios causados pela seca e promove 

o maior crescimento do sistema radicular, resultando na tolerância das plantas de milho ao 

déficit hídrico. 

 

Palavras-chave: Zea mays L., Fotossíntese; Eficiência do uso da água; Déficit hídrico; 

WinRhizo. 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

O crescimento e desenvolvimento das plantas são constantemente influenciadas por 

estresses ambientais. Estes fatores reduzem a produtividade agrícola das áreas cultivadas em 

todo o mundo. O déficit hídrico é o estresse abiótico é o mais impactante na produção das 

culturas e vem aumentando a sua intensidade nas últimas décadas tanto no Brasil como no 

mundo (Lynch et al. 2014; Dar et al. 2018). 

A tolerância do milho à seca precisa ser melhorada a fim de que satisfaçam as demandas 

de alimentos em áreas com disponibilidade limitada de recursos hídricos (Ngumbi e Kloepper 

2016).  Várias pesquisas vêm sendo realizadas visando a interação de plantas de milho com 

microrganismos (bioestimulantes/biofertilizantes) para amenização desses efeitos deletérios 

resultantes da seca (Kaushal 2019; Cassán et al. 2014; Vurukonda et al. 2014). O papel 

microbiano na adaptação das plantas aos estresses ambientais está ganhando atenção devido ser 

uma estratégia de fácil execução, com custos baixos e ecologicamente viável (Fukami et al. 

2018).  
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Os microrganismos do solo como as rizobactérias promotoras do crescimento de plantas 

(PGPR) têm a capacidade de suplantar os efeitos adversos da seca (Kaushal 2019). Essas 

bactérias habitam a rizosfera/sistema radicular formando um complexo ecológico que 

influencia o crescimento e a produtividade através das suas atividades metabólicas e dos 

múltiplos mecanismos que são gerados dessa interação com as plantas (Van Oosten et al. 2017). 

Os efeitos mais comumente observados pelas PGPR são a redução da taxa de crescimento da 

raiz primária e o aumento do número e comprimento das raízes laterais e dos tricomas 

radiculares (Vacheron et al. 2013).  

O gênero Azospirillum é capaz de colonizar um grande número de espécies de plantas 

cultivadas melhorando o crescimento, desenvolvimento e a produtividade (Cassán et al. 2014; 

Dar et al. 2018). A promoção do crescimento das plantas por Azospirillum brasilense ocorre 

como consequência da combinação de vários mecanismos fisiológicos, bioquímicos e 

morfológicos (Bashan e Bashan 2010), possivelmente agindo de forma aditiva ou como efeito 

cascata. A. brasilense pode produzir e metabolizar fitormônios, como ácido indol-3-acético 

(AIA), giberelinas e citocininas e outras moléculas reguladoras do crescimento de plantas 

(Fibach-Paldi et al. 2012; Bashan e Bashan 2010; Romero et al. 2014; Vurukonda et al. 2016). 

Ao mesmo tempo podendo realizar a fixação biológica de nitrogênio (FBN) (Martins et al., 

2016), melhorar o crescimento radicular e aumentar a absorção de água e íons (Vacheron et al. 

2013).  

O estudo dos mecanismos desencadeados por A. brasilense nas plantas de milho pode 

ajudar na busca de práticas agrícolas sustentáveis e, possivelmente, revelar o uso dessas 

bactérias como estratégia para mitigar os efeitos de estresses bióticos e abióticos na 

produtividade agrícola (Fukami et al. 2018). No entanto, as respostas da interação da bactéria 

com o estresse hídrico dependem da intensidade e duração do estresse, espécie e estádio de 

crescimento das plantas (Naseem et al. 2018). O conhecimento da interação entre a inoculação 

de estirpes de A. brasilense com genótipo de milho sensível a seca (BRS 1040) em diferentes 

condições ambientais ainda é pouco explorado. Além disso, as estirpes de A. brasilense podem 

diferir em suas propriedades de conferir tolerância à seca, o que justifica seleção de estirpes 

mais eficazes (García et al. 2017).  

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar as trocas gasosas, nutrientes e a 

morfologia radicular em plantas de milho inoculadas por A. brasilense em duas condições 

hídricas. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 
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2.1 Material vegetal e microbiológico, condições de crescimento e design experimental 

 

O experimento foi realizado em casa de vegetação na Embrapa Milho e Sorgo, em Sete 

Lagoas - MG, Brasil, situada nas coordenadas geográficas: 19º28’ S, 44º15’08’’ W, e altitude 

média de 732 m. As médias de temperaturas registradas durante o período de avaliação foram 

máxima de 31,2ºC e mínima de 12,91ºC. A umidade relativa do ar oscilou entre 30% a 72%. 

Foi utilizado um híbrido simples BRS 1040 sensível à seca desenvolvido pelo programa de 

melhoramento de milho da Embrapa Milho e Sorgo. O inoculante utilizado foi obtido a partir 

da mistura de duas estirpes de Azospirillum brasilense homólogas, na proporção 1:1, 

pertencentes à coleção de bactérias diazotróficas do Laboratório de Microbiologia e Bioquímica 

do Solo da Embrapa Milho e Sorgo.  

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) com um fatorial 4 x 2, 

constituído por quatro inoculantes de A. brasilense: controle (sem inoculação), Az1 (CMS 

7+26), Az2 (CMS 11+26) e Az3 (CMS 26+42) e duas condições hídricas contrastantes (irrigado 

e déficit hídrico), com quatro repetições. 

As estirpes selecionadas foram cultivadas em caldo de soja tripcaseína, durante 72h, a 

temperatura de 29ºC sob agitação constante. Após esse período, as culturas de cada estirpe 

foram centrifugadas, ressuspendidas em solução salina (0,85% NaCl) e ajustadas para 

densidade ótica igual a 1,0 em absorbância a 500 nm, que equivale a aproximadamente 108 

células viáveis por mL (Reis 2015). A inoculação nas sementes foi realizada, utilizando-se 

como veículo o carvão vegetal moído e goma de fécula de mandioca como aderente. 

A semeadura foi realizada em vasos plásticos com capacidade de 20 kg, contendo 

Latossolo Vermelho Distrófico Típico. Foram plantadas cinco sementes por vaso, e após a 

germinação, foi realizado o desbaste, deixando duas plantas por vaso. A adubação foi realizada 

de acordo com a recomendação da análise química do solo, aplicando-se no momento do plantio 

o formulado 08-28-16 (10 g) e FTE BR12 (2,5 g) para 20 kg de solo. A cobertura foi realizada 

aplicando-se 4 g de uréia por vaso aos 30 dias após o plantio.  

O teor de água no solo foi monitorado diariamente entre 09h00 e 15h00, com auxílio de 

sensores de umidade modelo GB Reader N1535 (Measurement Engineering, Austrália) 

instalados no centro de cada vaso, com auxílio de um trado de rosca, a uma profundidade de 20 

cm. Todos os tratamentos foram mantidos em capacidade de campo (CC) (tensão de água no 

solo de –18 kPa) durante o período que antecedeu a imposição do estresse. No estádio V6 foi 

imposto o déficit hídrico por um período de 15 dias nos tratamentos que sofreram a restrição 

hídrica. Neste tratamento, a tensão de água no solo foi reduzida para –138 KPa, que corresponde 

a aplicação de 50% da água disponível no solo. O tratamento irrigado não recebeu alteração na 
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condição hídrica, mantendo a capacidade de campo. Os cálculos de reposição de água foram 

realizados com o auxílio de uma planilha eletrônica, feita em função da curva de retenção de 

água do solo. 

 

2.2 Características ecofisiológicas  

 

Ao final da imposição dos quinze dias de estresse hídrico, foi avaliada a altura das 

plantas utilizando uma régua graduada e a área foliar total da planta (LA) medida por meio de 

um leitor de área foliar (LI-3100C, Licor, Nebraska, USA). A parte aérea das plantas foi 

acondicionada em sacolas de papel e submetidas à secagem em estufa com circulação forçada 

de ar, a 65ºC, durante 72 horas, para obter a massa seca. 

As trocas gasosas foram avaliadas na última folha totalmente expandida, no período da 

manhã, entre 8 e 10 horas, no primeiro e no último dia (15 dias) de imposição ao déficit hídrico. 

Foram avaliadas a taxa fotossintética líquida (A), condutância estomática (gs) e carbono interno 

(Ci). A partir dos valores de A e Ci foi obtido a eficiência de carboxilação (A/Ci), e de A e E a 

eficiência do uso da água (WUE). Foi utilizado o analisador de gases infravermelho (IRGA – 

Infrared Gas Analizer), modelo LI 6400 (LI-COR, Lincoln, NE, EUA, equipado com um 

fluorômetro (LI-6400-40, LI-COR Inc.). As medições foram realizadas em área de folha de 1 

cm2 e o fluxo de ar na câmara teve concentração de CO2 de 380 mmol mol-1. Foi utilizado uma 

densidade de fluxo de fótons (PPFD) de 1500 µmol m-2 s-1, com fonte de luz LED azul-

vermelho e a temperatura da câmara foi de 28°C. 

O potencial hídrico foliar (midday, md) foi determinado as 12h através de câmera de 

pressão tipo Scholander (Soil Moisture Equipment Corp., Modelo 3005, Santa Barbara CA, 

USA) em uma folha totalmente expandida por repetição.  

 

2.3 Morfologia radicular e macronutrientes nos tecidos 

 

Para a análise da morfologia do sistema radicular, foi utilizado o sistema de análise de 

imagens WinRhizo Pro 2007a (Regent Instruments, Sainte-Foy, QC, Canadá) acoplado a um 

scanner profissional (Epson, Expression 10000 XL, Epson America, Inc., USA) equipado com 

unidade de luz adicional (TPU). Os procedimentos para a obtenção das imagens foram feitos 

de acordo com Souza et al. (2012) após os 15 dias das plantas submetidas ao estresse. Foram 

determinadas as seguintes características: comprimento de raiz (cm), área de superfície de raiz 

(cm2), diâmetro médio de raiz (mm) e volume de raiz (cm3). Em seguida as raízes foram 
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armazenadas em sacos de papel e transportadas para uma estufa de circulação forçada de ar a 

65 ºC até obtenção de massa constante.  

Após a realização do peso seco da parte aérea e raiz, as amostras foram moídas em 

moinho do tipo Willy. O material moído foi utilizado para determinação dos teores dos 

nutrientes N, P, K, Ca, Mg e S na massa seca de acordo com a metodologia proposta por Silva 

(2009).  

 

2.4 Análise dos dados 

 

Para a análise estatística dos resultados, foi utilizada a análise de variância (ANAVA) e 

o teste de comparação de médias Scott Knott, a 0,05% de significância (p≤0.05), no programa 

Sisvar versão 5.6 (Universidade Federal de Lavras, Lavras, Brasil). 

 

3 RESULTADOS 

 

 Na condição irrigada, as plantas de milho quando inoculadas com os inoculantes Az1 e 

Az2 aumentaram a altura em 7% e 11% respectivamente, quando comparada ao controle (Fig. 

1a). A LA com os inoculantes Az1 e Az3 obteve aumento de 29% e 25%, respectivamente, 

quando comparado ao tratamento sem inoculação (Fig. 1b). A massa seca da raiz foi aumentada 

em 29% pelo inoculante Az1, 53% pelo Az2 e 41% pelo Az3 quando comparado ao controle 

nessa mesma condição (Fig. 1c). O déficit hídrico reduziu a altura, LA e massa seca das raízes 

das plantas de milho quando comparado as plantas na condição irrigada (p≤0.05) (Fig. 1). Na 

condição de déficit hídrico não houve diferença entre os inoculantes para as mesmas variáveis 

(p≤0,05) (Fig. 1abc) e nem para o Ψmd. Entretanto, o Ψmd foi maior nas plantas irrigadas em 

66% (Ψmd -1,09) quando comparadas as plantas em déficit hídrico (Ψmd -1,82) (dados não 

mostrados). 
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Figura 1 - Inoculação de A. brasilense em plantas de milho em condição irrigada e sob déficit hídrico. 
Altura das plantas (a); área foliar (LA) (b); massa seca da raiz (c). Médias seguidas pela mesma letra 

não diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade (p≤0.05). Cada valor indica a média 

do tratamento ± SE. Letras minúsculas comparam os tratamentos dentro de uma mesma condição. Letras 

maiúsculas comparam os mesmos tratamentos nas duas condições hídricas. 

 

A inoculação por A. brasilense aumentou as trocas gasosas foliares no milho. No 

primeiro dia de imposição do estresse hídrico, todos os inoculantes na condição irrigada 

aumentaram a A quando comparado ao controle (Fig. 2a). A gs, Ci e E foram superiores com a 

presença do inoculante Az3 quando comparado aos demais tratamentos (Fig. 2bcd). O WUE 

foi menor com a inoculação por Az3 (Fig. 2e). A relação A/Ci não apresentou diferença 

estatística nos tratamentos para essa mesma condição hídrica (p≤0,05) (Fig. 2ef).  
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Figura 2 - Trocas gasosas foliares no primeiro dia da imposição do déficit hídrico no milho. (A) 

fotossíntese (a); (gs) condutância estomática (b); (Ci) carbono interno (c); (E) transpiração (d); (WUE) 
eficiência no uso da água (e); (A/Ci) eficiência de carboxilação (f). Médias seguidas pela mesma letra 

não diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade (p≤0.05). Cada valor indica a média 

do tratamento ± SE. Letras minúsculas comparam os tratamentos dentro de uma mesma condição. Letras 

maiúsculas comparam os mesmos tratamentos nas duas condições hídricas. 

 

No déficit hídrico o inoculante Az1 aumentou a A, gs, E, a eficiência no uso da água 

(WUE) e relação A/Ci nas plantas do milho (Fig. 2abdef). As plantas com o Az1 apresentaram 

menor Ci em relação aos demais tratamentos (Fig. 2c).  

De maneira geral, todos os inoculantes favoreceram o desenvolvimento radicular das 

plantas de milho no sistema irrigado (Fig. 3). Na condição irrigada, os inoculantes Az2 e Az3 

proporcionaram maior comprimento, área superficial, diâmetro médio e volume do sistema 

radicular em comparação as plantas não inoculadas (Fig. 3a). Na presença de todos os 

inoculantes o diâmetro médio e o volume radicular foram superiores quando comparado ao 

controle (Fig. 3cd). 
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Figura 3 - Morfologia radicular das plantas de milho inoculadas por A. brasilense. Comprimento (a); 
área superficial (b); diâmetro médio (c); volume radicular (d). Médias seguidas pela mesma letra não 

diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade (p≤0.05). Cada valor indica a média do 

tratamento ± SE. Letras minúsculas comparam os tratamentos dentro de uma mesma condição. Letras 

maiúsculas comparam os mesmos tratamentos nas duas condições hídricas.  

 

Na condição de déficit hídrico, os inoculantes Az1 e Az2 proporcionaram o melhor 

crescimento das raízes, área superficial e volume radicular comparado as plantas não inoculadas 

(Fig. 3abd). Não houve diferença no diâmetro médio das raízes entre os tratamentos (p≤0,05) 

(Fig. 3c).  

 Na condição irrigada, a presença de A. brasilense alterou estatisticamente as 

concentrações dos elementos K, Ca e S (p≤0,05) (Tabela 1). A inoculação não proporcionou 

alteração nos nutrientes (N, P, K, Ca, S e Mg) para a condição de déficit hídrico (p≤0,05) 

(Tabela 1).  
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Tabela 1 - Concentração dos macronutrientes (g planta-1) na biomassa seca total das plantas de milho inoculadas com A. brasilense em condição irrigada e 

déficit hídrico. Sete Lagoas – MG. 

Conc.  

(g plant
-1

) 

Irrigation  Water stress   CV 

Az0 Az1 Az2 Az3  Az0 Az1 Az2 Az3 (%) 

N 3.18 aA 3.81 aA 3.62 aA 3.82 aA  2.00 aB 2.28 aB 2.16 aB 2.13 aB 13.38 

P 0.22 aA 0.26 aA 0.26 aA 0.38 aA  0.16 aB 0.19 aB 0.17 aB 0.17 aB 18.94 

K 2.74 bA 3.45 aA 2.93 bA 3.48 aA  1.48 aB 1.67 aB 1.71 aB 1.65 aB 16.10 

Ca 0.63 bA 0.82 aA 0.79 aA 0.88 aA  0.45 aA 0.56 aB 0.51 aB 0.49 aB 19.64 

S 0.28 bA 0.28 bA 0.27 bA 0.35 aA  0.16 aB 0.18 aB 0.17 aB 0.16 aB 17.31 

Mg 0.37 aA 0.45 aA 0.42 aA 0.44 aA  0.19 aB 0.24 aB 0.21 aB 0.21 aB 18.60 

Médias seguidas por mesma letra não diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade (p≤0.05). Letras minúsculas comparam os tratamentos dentro de uma mesma 
condição. Letras maiúsculas comparam os mesmos tratamentos nas duas condições hídricas.
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4 DISCUSSÃO 

 

O déficit hídrico é responsável por causar modificações desde o nível molecular até os 

morfofisiológicos, limitando o crescimento e desenvolvimento das plantas. No presente estudo, 

foi demonstrado que tanto a morfologia radicular como as trocas gasosas das plantas de milho 

BRS 1040 foram fortemente afetados em poucos dias de seca. Também foi notório que a 

inoculação bacteriana por A. brasilense melhorou o crescimento do sistema radicular do milho 

e as trocas gasosas foliares em ambas as condições. Em consequência, conferiu às plantas 

melhor sobrevivência e aumento da exploração do solo pelas raízes para maior captação de água 

e nutrientes.  

A inoculação por A. brasilense na condição irrigada proporcionou aumento na taxa 

fotossintética (A) o que pode ter resultado em maior altura e LA. Além disso, houve aumento 

em todas as variáveis do sistema radicular, com incremento na biomassa das raízes. 

Consequentemente, essas raízes puderam explorar o perfil do solo. Esses resultados podem 

confirmar os benefícios trazidos por A. brasilense e sugerir o uso desses inoculantes para 

otimizar o crescimento da cultura do milho. A presença de A. brasilense aumentou a 

concentração dos nutrientes K, Ca, e S na condição irrigada. Quadros et al. (2014) relataram 

resultados semelhantes com aumento na altura do milho (R1), massa seca e teor de N nos 

tratamentos com inoculação por A. brasilense. Ademais, Fukami et al. (2017) descreveram que 

Azospirillum promove o desenvolvimento das plantas auxiliando na aquisição de recursos 

importantes, como água, nitrogênio, fósforo e outros minerais ou ainda, moderando os níveis 

hormonais nas plantas. Além disso, para a produção de milho em alta tecnologia e com 

irrigação, o uso desses inoculantes a base de A. brasilense é indicado e pode melhorar o 

desenvolvimento desta cultura. 

A exposição do milho ao déficit hídrico diminuiu o potencial hídrico foliar (Ψmd), mas 

não houve diferença entre os tratamentos com a presença de A. brasilense. Porém, resultados 

diferentes foram encontrados por Arzanesh et al. (2011), que descreveram que estirpes de 

Azospirillum sp. diminuíram o potencial hídrico e aumentou conteúdo relativo da água da folha 

em plantas de trigo sob seca. 

Com relação às trocas gasosas, um menor Ψmd decorrente do déficit hídrico refletiu em 

alterações nas variáveis analisadas. Uma das primeiras respostas das plantas ao déficit hídrico 

é a limitação estomática (Souza et al. 2013; Reis et al. 2018), reduzindo a gs e E como um 

mecanismo evolutivo para diminuir a perda de água para a atmosfera (Ávila et al. 2017). O 

fechamento dos estômatos durante as condições de déficit hídrico reduz a absorção de CO2 

pelas plantas, diminuindo o carbono no mesofilo das folhas e assim, reduzindo a taxa 
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fotossintética e o desenvolvimento das plantas (Mutava et al. 2015; Dar et al. 2018). É possível 

que em consequência desta diminuição nas trocas gasosas foliares durante o período de 

exposição das plantas a essa condição, principalmente na A (fixação de C), teve como efeito a 

redução da altura, LA e massa seca da raiz do milho quando comparado com as plantas da 

condição irrigada.  

No entanto, a presença de A. brasilense nas plantas com o inoculante Az1 sob déficit 

hídrico proporcionou maior A, gs, E e eficiência de carboxilação e menores valores de carbono 

interno. Este resultado pode indicar que mesmo com quantidades semelhantes de carbono no 

mesofilo foliar a atividade de carboxilação (Rubisco) foi maior e, consequentemente, ocorria 

mais consumo de CO2. Este resultado sugere que a presença de Az1 reduziu a limitação não-

estomática ou do metabolismo bioquímico e das reações fotoquímicas (eficiência de dissipação 

dos fotossistemas ou quenchings) que o déficit hídrico pode acarretar nas plantas (Demirevska 

et al. 2008; Souza et al. 2013; Souza et al. 2016). Além disso, Az1 conferiu aumento na abertura 

estomática (gs), auxiliando nos processos biofísicos foliares, que estão diretamente 

relacionados com as trocas gasosas das plantas com o ambiente (gs e E). 

A inoculação por Az1, também, proporcionou maior eficiência no uso da água (WUE) 

na seca. Este aumento na WUE pelas plantas nesta condição adversa (seca) pode estar 

relacionado a A. brasilense poder condicionar os ajustes osmóticos no espaço apoplástico e/ou 

simplástico (Kasim et al. 2013). Desta maneira, este processo é uma resposta das plantas ao 

déficit hídrico na busca por mitigar a desidratação nos seus tecidos. Plantas com melhor status 

hídrico conseguem manter a taxa fotossintética (A e A/Ci), e proporcionar melhor resfriamento 

das folhas pela transpiração (Maurel et al. 2016). Assim, dentro do cenário do cultivo na 

safrinha e da perspectiva do aquecimento global, plantas com capacidade de maior WUE podem 

contribuir para diminuir os efeitos deletérios decorrentes da seca e aumentar a produtividade 

agrícola (Kørup et al. 2018).  

Contudo, vale ressaltar que ao final da imposição do estresse hídrico (15 dias), as 

bactérias não proporcionaram alteração nas trocas gasosas foliares e o potencial hídrico em 

ambas as condições (material suplementar). Possivelmente o tempo de exposição e a quantidade 

de água (intensidade) no déficit hídrico pode ter inibido o crescimento e as respostas 

metabólicas da A. brasilense nas plantas de milho. Em condições desfavoráveis ou de estresse, 

A. brasilense apresenta vários mecanismos de proteção como, por exemplo, a formação de 

cistos (Marchal e Vanderleyden 2000). Em consequência, pode ocorrer inativação do 

metabolismo da bactéria.  

Na condição irrigada, sugere-se que a não diferença entre os tratamentos para as trocas 

gasosas com os inoculantes seja devido as PGPR ter maior influência nos primeiros estádios 
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vegetativos. Lin et al. (2018) encontraram melhores respostas no crescimento inicial das plantas 

de milho entre os estádios V4 e V6 com o uso de PGPR quando comparado ao estádio VT. Os 

mesmos autores justificaram este fato devido aos fitormônios e os reguladores do crescimento 

das plantas secretados pelas PGPR (Fukami et al. 2018) estimularem o desenvolvimento das 

plântulas nos estádios iniciais quando a exigência de nutrientes ainda é baixa. Ademais, o uso 

recomendado de N pode mascarar a influência do PGPR sobre o crescimento do milho quando 

as plantas atingiram seus estádios posteriores de crescimento vegetativo (Lin et al. 2018).  

Como discutido, a inoculação por A. brasilense modificou a morfologia radicular das 

plantas de milho em ambas as condições, com aumento no comprimento, área superficial e 

volume radicular. A presença de A. brasilense nas plantas na condição irrigada e com déficit 

hídrico proporcionou acréscimo médio de 40% e 47%, respectivamente, de volume radicular 

quando comparado as plantas sem inoculação. Para ambas condições, o destaque é 

principalmente para os inoculantes Az1 e Az2, que melhoraram o desenvolvimento do sistema 

radicular (irrigado e estressado), refletindo em maior massa seca das raízes (irrigado). Este 

investimento no desenvolvimento da arquitetura radicular das plantas com Az1 possivelmente 

esteja relacionado com maior taxa fotossintética. Estes resultados corroboram com os 

encontrados por Coelho et al. (2017) que encontraram aumento da massa seca da raiz em milho 

de 16% com a inoculação por A. brasilense.  

Em Poaceae (milho), as raízes laterais e os tricomas radiculares são as regiões 

preferencialmente colonizadas pelas PGPR (Azospirillum) (Combes-Meynet et al. 2011). 

Estudos recentes mostraram que a inoculação por A. brasilense pode alterar a morfologia 

radicular através da produção de substâncias reguladoras do crescimento das plantas, como os 

fitormônios (Kaushal 2019), principalmente do AIA (ácido Indol-3-acético) (Bashan e Bashan 

2010). Estes fitormônios estimulam a formação de novas raízes, proporcionando assim maior 

área de superfície de raiz (Bhardwaj et al. 2014; Cassán e Diaz-Zorita 2016; Calzavara et al. 

2018; Dar et al. 2018). O desenvolvimento de maior área superficial das raízes está diretamente 

relacionado à eficiência da planta em adquirir nutrientes e água do solo. Para tanto, esta resposta 

na melhoria do desenvolvimento do sistema radicular pode estar relacionada também a A. 

brasilense ser capaz de realizar fixação biológica de N2 (Fibach-Paldi et al. 2012; Döbereiner 

et al. 1987). 

Cassán et al. (2014) enfatizaram o efeito de A. brasilense nas raízes, sendo considerado 

uma clara vantagem para as plantas por melhorar a nutrição vegetal, e assim proporcionar maior 

resistência e tolerância a estresses ambientais. Em déficit hídrico, o crescimento das raízes à 

medida que o solo vai secando, é preferencialmente em profundidade. Isto constitui uma 

estratégia de adaptação das plantas a procura de água, que pode refletir em uma maior 
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produtividade das culturas. Além disso, Souza et al. (2016) relataram que um sistema radicular 

bem desenvolvido e mais profundo contribui substancialmente para a tolerância das plantas sob 

o déficit hídrico.  

No entanto, a presença dos inoculantes não alterou a biomassa do sistema radicular no 

déficit hídrico. Isto pode indicar que com a presença da A. brasilense houve uma maior 

exploração do solo para obtenção de água com um mesmo investimento de energia 

(fotoassimilados) para as raízes. Lynch et al. (2014) descreveram que uma planta que seja capaz 

de adquirir um recurso do solo limitante como água e nutrientes a um custo metabólico reduzido 

terá produtividade superior, porque terá mais energia (recursos metabólicos) disponíveis para o 

desenvolvimento e reprodução. 

Na condição irrigada, a inoculação por A. brasilense (Az1, Az2 e Az3) proporcionou 

aumento nas concentrações de K, Ca e S. Este resultado corrobora com os encontrados por 

Teixeira Filho et al. (2017) que relataram que à inoculação com A. brasilense em trigo resulto 

u em elevação nas concentrações de N e S na palha (maturidade fisiológica) quando comparado 

ao tratamento sem inoculação.  

Na condição de déficit hídrico, é possível sugerir que o tempo de exposição a este 

estresse limitou a atividade da A. brasilense, e consequentemente a absorção de alguns 

nutrientes pelas plantas de milho. Vurukonda et al. (2016) mencionaram que o estresse hídrico, 

decorrente da seca, diminuí a disponibilidade e o transporte de nutrientes do solo para as 

plantas, uma vez que o transporte dos nutrientes até as raízes é limitado pela água.  

Os resultados da interação de A. brasilense com as plantas e as condições ambientais 

são bastantes dinâmicos. No entanto, é possível verificar o efeito positivo no crescimento do 

milho com a inoculação em ambas as condições de estudo, justificando o uso destes inoculantes.  

 

5 CONCLUSÃO 

 

Em genótipo de milho sensível a seca em alta tecnologia e com irrigação o uso de 

inoculantes a base de A. brasilense (Az1, Az2 e Az3) é indicado e pode intensificar o 

crescimento da cultura.  

A inoculação por Az1 atenua os efeitos deletérios causados pela seca resultando em 

melhor crescimento do sistema radicular das plantas de milho.  

A prática agrícola da inoculação com bactérias diazotróficas do gênero Azospirillum 

contribui para a mitigação de déficit hídrico na cultura de milho em condições controladas. 
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CAPÍTULO III - Azospirillum brasilense favorece características morfofisiológicas e 

acúmulo de nutrientes em milho cultivado sob dois regimes hídricos 

 

RESUMO: O emprego de rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (PGPR) é uma 

ferramenta importante e promissora para a agricultura sustentável. O objetivo deste trabalho 

foi avaliar as respostas morfofisiológicas e a absorção de nutrientes das plantas de milho 

inoculadas com A. brasilense em duas condições hídricas. O experimento foi realizado em 

casa de vegetação, com dez tratamentos: cinco inoculantes de A. brasilense (Controle, Az1, 

Az2, Az3 e Az4) aplicados na semente e duas condições hídricas - irrigado e em déficit hídrico. 

Os tratamentos com déficit hídrico foram impostos no estádio V6 por um período de 15 dias. 

Foram avaliadas, após a imposição do déficit hídrico, as características fitotécnicas, trocas 

gasosas, morfologia radicular, massa seca da parte aérea, raiz e total e análise de nutrientes. 

Azospirillum brasilense (Az1, Az2, Az3 e Az4) proporcionou maior crescimento, aumento nas 

trocas gasosas e absorção de nutrientes em condição de irrigação. A inoculação por Az1 e Az3 

beneficiou a arquitetura radicular das plantas de milho, com maior exploração do perfil do solo 

por estas raízes. O déficit hídrico causou redução no desenvolvimento das plantas de milho. A 

inoculação por Az1, Az2 e Az3 pode melhorar o crescimento vegetal, absorção de nutrientes e 

mitigar os efeitos do déficit hídrico no desenvolvimento das plantas de milho. 

 

Palavras-chave: Zea mays L.; Déficit hídrico; WinRhizo; Área foliar; Rizobactéria. 
 
 

1 INTRODUÇÃO 

   

As plantas ao longo do seu desenvolvimento podem ser expostas a vários estresses 

ambientais. O déficit hídrico é o estresse abiótico que mais reduz a produtividade das áreas 

cultivadas no mundo, impactando negativamente a sustentabilidade agrícola (KERRY et al., 

2018). A resposta das plantas ao estresse hídrico é a redução nas trocas gasosas, diminuição 

na área foliar e na taxa de crescimento (MUTAVA et al., 2015; DAR et al., 2018). Em 

condições de baixa disponibilidade hídrica as plantas absorvem menor quantidade de 

nutrientes por ocorrer diminuição no transporte por fluxo de massa (VURUKONDA et al., 

2016).  

O milho é uma das culturas mais sensíveis à condição hídrica (DJEMEL et al., 2019), 

e em geral vêm sendo mundialmente cultivada sob condições de déficit hídrico. Com redução 

de aproximadamente 40% de disponibilidade hídrica, o milho reduz em média a sua 

produtividade em trinta e nove por cento (DARYANTO et al., 2016). A tolerância das plantas 

de milho ao déficit hídrico proveniente de veranicos precisa ser melhorada afim de que 

satisfaçam as demandas de alimentos em áreas com disponibilidade limitada de recursos 

hídricos. Neste sentido, a busca por pesquisas tecnológicas que alinhem disponibilidade 

hídrica com manejo dos solos vem ganhando importância no cenário global atual.  



44 
 

 

 O emprego de rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (PGPR) é uma 

ferramenta importante e promissora para a agricultura sustentável. PGPR oferece alternativa 

economicamente atraente e ecologicamente correta para aumentar a disponibilidade de água 

e nutrientes (PRASAD et al., 2019). Estes microrganismos, devido ao seu enorme pool 

genético, são fonte de reações bioquímicas que reciclam os nutrientes para o crescimento das 

plantas (TKACZ; POOLE, 2015). Azospirillum é um dos gêneros de bactéria mais bem 

estudados das PGPR. Esta bactéria é capaz de colonizar várias espécies de plantas 

monocotiledôneas, incluindo culturas importantes como trigo, milho e arroz (YADAV; 

SARKAR, 2019).  

Os benefícios trazidos pela associação desta bactéria com as plantas são a síntese de 

várias substâncias reguladoras do crescimento, como os fitormônios (BARNAWAL et al., 

2019); fixação biológica do N (REVOLTI et al., 2018); solubilização de fosfato e ferro 

(GALINDO et al., 2016; REVOLTI et al., 2018); biocontrole de fitopatógenos (CASSÁN; 

DIAZ-ZORITA, 2016) e proteção das plantas contra estresses abióticos (DAR et al., 2018; 

KAUSHAL, 2019). O uso de Azospirillum devido aos efeitos positivos apresentados no 

crescimento e na nutrição vegetal, pode ser considerado bioestimulante de plantas (VAN 

OOSTEN et al., 2017).  

A inoculação por Azospirillum brasilense promove o crescimento vegetal devido à 

combinação de vários mecanismos fisiológicos, bioquímicos e morfológicos (BASHAN; 

BASHAN, 2010). Nas raízes, Azospirillum provoca modificações na arquitetura radicular, as 

quais estão relacionadas ao aumento no número de radicelas e no comprimento da raiz, 

podendo refletir em maior exploração de solo (VACHERON et al., 2013) e absorção de 

nutrientes (DAR et al., 2018). A inoculação pode ainda induzir a sinalização hormonal da raiz 

para a parte aérea, regulando o crescimento foliar e outros processos fisiológicos das plantas 

(BARNAWAL et al., 2019). 

É importante considerar que a interação das estirpes de A. brasilense com as plantas é 

bastantes dinâmica, considerando a genética da própria bactéria, estádio vegetativo da planta, 

tipo de solo, além da condição ambiental em estudo (COELHO et al., 2017). Desta forma, 

ampliar estes estudos com novos inoculantes em genótipos de milho tolerantes a seca (DKB 

390) e tropicais, além de caracterizar morfologia concomitantemente com a fisiologia podem 

trazer grandes benefícios para agricultura mundial. Além disso, estudos de PGPR sob estresse 

abiótico como o déficit hídrico ainda é pouco explorado em milho. Aliado a estes fatores, a 

seleção de estirpes tolerantes e eficazes ao déficit hídrico é importante e torna as práticas 

agrícolas mais sustentáveis.  
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Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar as respostas morfofisiológicas e 

absorção de nutrientes das plantas de milho inoculadas com A. brasilense em duas condições 

hídricas. 

  

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Design experimental, material vegetal e microbiológico e condições de crescimento 

 

O experimento foi realizado em casa de vegetação na Embrapa Milho e Sorgo, em Sete 

Lagoas - MG, Brasil, situada nas coordenadas geográficas: 19º28’ S, 44º15’08’’ W, e altitude 

média de 732 m. As médias de temperaturas registradas durante o período de avaliação foram 

máxima de 31,2ºC e mínima de 12,91ºC. A umidade relativa do ar oscilou entre 30 a 72%. O 

híbrido de milho utilizado foi o DKB 390 que apresenta tolerância a baixa disponibilidade 

hídrica e adaptação a diferentes tipos de solo e manejos. De acordo com Souza et al. (2013) e 

Ávila et al. (2017), este híbrido vem sendo classificado como tolerante ao déficit hídrico devido 

as suas adaptações morfofisiológicas e bioquímicas. Para a formulação de cada inoculante foi 

utilizada a combinação de duas estirpes homólogas de Azospirillum brasilense, na proporção 

1:1 (v/v), pertencentes à coleção do Laboratório de Microbiologia e Bioquímica do Solo da 

Embrapa Milho e Sorgo.  

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) em fatorial 5 x 2, 

constituído por cinco inoculantes de A. brasilense: controle (sem inoculação), Az1 (CMS 

7+26), Az2 (CMS 11+26), Az3 (CMS 26+42) e Az4 (CMS 7+11) e duas condições hídricas 

contrastantes (irrigado e déficit hídrico), com quatro repetições. 

As estirpes selecionadas foram cultivadas em caldo de soja tripcaseína, durante 72h, a 

temperatura de 29ºC sob agitação constante. Após esse período, as culturas de cada estirpe 

foram centrifugadas, ressuspendidas em solução salina (0,85% NaCl) e ajustadas para 

aproximadamente 108 células viáveis por mL (REIS, 2015). A inoculação foi realizada nas 

sementes, utilizando-se como veículo o carvão vegetal moído e goma de fécula de mandioca 

como aderente. 

A semeadura foi realizada em vasos plásticos com capacidade de 20 dcm3, contendo 

Latossolo Vermelho Distrófico Típico. Foram plantadas cinco sementes por vaso, e após a 

germinação, foi realizado o desbaste, deixando duas plantas por vaso. A adubação foi realizada 

de acordo com a recomendação da análise química do solo, aplicando-se no momento do plantio 

o formulado 08-28-16 (10 g) e FTE BR12 (2,5 g) para 20 dcm-3 de solo. A cobertura foi 

realizada aplicando-se 4 g de uréia por vaso aos 30 dias após o plantio.  



46 
 

 

O teor de água no solo foi monitorado diariamente entre 09h00 e 15h00, com auxílio de 

sensores de umidade modelo GB Reader N1535 (Measurement Engineering, Austrália) 

instalados no centro de cada vaso a uma profundidade de 20 cm. Todos os tratamentos foram 

mantidos em capacidade de campo (CC) (tensão de água no solo de –18 kPa) durante o período 

que antecedeu a imposição do estresse. No estádio V6 (seis folhas completamente expandidas) 

foi imposto o déficit hídrico por um período de 15 dias nos tratamentos que sofreram a restrição 

hídrica. Nestes tratamentos, a tensão de água no solo foi reduzida para –138 KPa, que 

corresponde a aplicação de 50% da água disponível no solo. Esta restrição hídrica foi imposta 

por um período de quinze dias. O tratamento irrigado não recebeu alteração na condição hídrica, 

mantendo a capacidade de campo. Os cálculos de reposição de água foram realizados com o 

auxílio de uma planilha eletrônica, feita em função da curva de retenção de água do solo.  

 

2.2 Variáveis biométricas e massa seca 

 

Após quinze dias de déficit hídrico foram avaliadas as variáveis biométricas: altura das 

plantas utilizando uma régua graduada, o diâmetro do caule utilizando um paquímetro digital e 

mensurado ao nível do solo e a área foliar total da planta (LA) medida por meio de um leitor de 

área foliar (LI-3100C, Licor, Nebraska, USA). A parte aérea das plantas foram acondicionadas 

em sacolas de papel e submetidas à secagem em estufa com circulação forçada de ar (65ºC) 

durante 72 horas, onde depois foi avaliado a massa seca. 

 

2.3 Características ecofisiológicas  

 

As trocas gasosas foram avaliadas na última folha totalmente expandida, no período da 

manhã, entre 8 e 10 horas, no primeiro e no último dia de imposição ao déficit hídrico (15 dias). 

Foram avaliadas a taxa fotossintética líquida (A), condutância estomática (gs) e carbono interno 

(Ci). A partir dos valores de A e Ci foi obtido a eficiência de carboxilação (A/Ci). Foi utilizado 

o analisador de gases infravermelho (IRGA – Infrared Gas Analizer), modelo LI 6400 (LI-

COR, Lincoln, NE, EUA, equipado com uma câmara (LI-6400-40, LI-COR Inc.). As medições 

foram realizadas em área de folha de 1 cm2 e o fluxo de ar na câmara foi com uma concentração 

de CO2 de 380 mmol mol-1. Foi utilizado uma densidade de fluxo de fótons (PPFD) de 1500 

µmol m-2 s-1, com fonte de luz LED azul-vermelho e a temperatura da câmara foi de 28°C. 

O potencial hídrico foliar (midday, md) foi determinado as 12h através de uma câmera 

de pressão tipo Scholander (Soil Moisture Equipment Corp., Modelo 3005, Santa Barbara CA, 

USA) em uma folha totalmente expandida por repetição.  
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2.4 Morfologia radicular e macronutrientes nos tecidos 

 

Para a análise da morfologia do sistema radicular foi utilizado o sistema de análise de 

imagens WinRhizo Pro 2007a (Regent Instruments, Sainte-Foy, QC, Canadá) acoplado a 

scanner profissional (Epson, Expression 10000 XL, Epson America, Inc., USA) equipado com 

unidade de luz adicional (TPU). Os procedimentos para a obtenção das imagens foram feitos 

de acordo com Souza et al. (2012). Foram determinadas as seguintes características: 

comprimento de raiz (cm), área de superfície de raiz (cm2), diâmetro médio de raiz (mm) e 

volume de raiz (cm3). Em seguida as raízes foram armazenadas em sacos de papel e 

transportadas para uma estufa de circulação forçada de ar a 65 ºC até obtenção de massa 

constante.  

Após a avaliação da massa seca da parte aérea e da raiz, as amostras foram moídas em 

moinho do tipo Willy. O material moído foi utilizado para determinação do acúmulo dos 

nutrientes N, P, K, Ca, Mg, S, Cu, Mn e Zn na massa seca de acordo com a metodologia de 

Silva (2009).  

 

2.5 Análise dos dados 

 

Para todas as variáveis analisadas foram calculadas as médias e o ± erro padrão (SE). 

Para análise estatística dos resultados utilizou-se a análise de variância (ANAVA) e o teste de 

comparação de médias Scott-Knott a 5 % de significância (p≤0.05), com emprego do programa 

Sisvar versão 4.3 (Universidade Federal de Lavras, Lavras, Brasil). 

 

3 RESULTADOS 

 

Na condição irrigada a presença de todos os inoculantes (Az1, Az2, Az3 e Az4) 

proporcionaram aumento na altura de 9 a 12% e LA de 15 a 35% em comparação ao controle 

(Fig. 1ad).  O mesmo padrão foi observado para a massa seca da parte aérea, com os inoculantes 

aumentando em Az1 (22%), Az2 (16%), Az3 (29%) e Az4 (15%) e maior massa seca total 

(Az1-21%, Az2-16%, Az3-29% e Az4-15%) quando comparado as plantas controle não 

inoculadas (Fig. 1ef). A massa seca da raiz não diferiu entre os tratamentos (dados não 

mostrados). Não houve diferença no diâmetro médio do colmo e o Ψmd entre os tratamentos 

para essa mesma condição (p≤0,05) (Fig. 1bc).  
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Figura 1 - Plantas de milho submetidas a condição irrigada e ao déficit hídrico inoculadas com A. 

brasilenseI (Az1, Az2, Az3 e Az4). Altura das plantas (a); diâmetro do colmo (b); potencial hídrico 
(Ψmd) (c); área foliar (LA) (d); massa seca da parte aérea (e) e massa seca total (f). Letras minúsculas 

comparam os tratamentos em uma mesma condição (irrigado/déficit hídrico). Letras maiúsculas 

comparam os tratamentos dentro da condição irrigada e de déficit hídrico. Médias seguidas pela mesma 
letra não diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade (p≤0.05). Cada valor indica a 

média do tratamento ± SE. 

 

 A condição de déficit hídrico reduziu todas as características fisiológicas quando 

comparado com os tratamentos irrigados (Fig.1abcdef). Ainda na condição de déficit hídrico, 

com relação à inoculação por A. brasilense, os inoculantes Az1 e Az2 aumentaram a altura das 

plantas de milho em 18% e 21,5% respectivamente, em relação as plantas sem inoculação (Fig. 

1a). O diâmetro do colmo foi maior com a presença de todos os inoculantes quando comparado 

ao controle (Fig. 1b). A LA foi maior com os inoculantes Az1 (28%), Az2 (37%) e Az3 (23%) 

(Fig.1d). O Ψmd, massa seca da parte aérea e a massa seca total não diferiram estatisticamente 

entre os tratamentos nesta mesma condição (p≤0,05) (Fig. 1 cef).  

 As trocas gasosas foliares (A, gs, Ci e E) foram maiores na condição irrigada quando 

comparada a condição estressada (p≤0,05) (Fig. 2abcd). Para a condição irrigada, a A, gs e E 

não diferiram estatisticamente com a imposição dos tratamentos (p≤0,05) (Fig. 3abd). A 

presença do inoculante Az1 proporcionou aumento no Ci no mesofilo foliar do milho (Fig. 3c) 

e redução na eficiência de carboxilação (A/Ci) para essa mesma condição quando comparado 

aos demais tratamentos. 
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Figura 2 - Trocas gasosas foliares das plantas de milho nas condições irrigada e sob déficit hídrico com 

A. brasilense (Az1, Az2, Az3 e Az4). (A) fotossíntese (a); (gs) condutância estomática (b); (Ci) carbono 

interno (c); (E) transpiração (d); (A/Ci) eficiência de carboxilação (e). Letras minúsculas comparam os 
tratamentos em uma mesma condição (irrigado/déficit hídrico). Letras maiúsculas comparam os 

tratamentos dentro da condição irrigada e de déficit hídrico. Médias seguidas pela mesma letra não 

diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade (p≤0.05). Cada valor indica a média do 

tratamento ± SE. 

 

 Com relação a condição de déficit hídrico, a A foi maior com os inoculantes Az2 e Az4 

(Fig. 3a). Não houve diferença estatística para as variáveis gs, Ci e E nessa mesma condição 

(p≤0,05) (Fig. 2bcd). A eficiência de carboxilação foi maior com o inoculante Az4 (Fig. 2e).  

De maneira geral, a inoculação por A. brasilense na condição irrigada proporcionou 

melhor desenvolvimento da arquitetura radicular no milho em relação ao déficit hídrico 

(Fig.3abcd). Os inoculantes Az1 e Az3 apresentaram comprimento (Az1-33%, Az3-45%) área 

superficial radicular (Az1-26%, Az3-37%) maiores para as plantas de milho na condição 

irrigada quando comparado aos demais tratamentos (p≤0,05) (Fig. 3ab). O diâmetro médio e o 

volume radicular foram superiores em 45% e 52%, respectivamente, com o inoculante Az3 

quando comparado aos demais tratamentos (Fig. 3cd).  
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Figura 3 - Morfologia radicular das plantas de milho inoculadas por A. brasilense (Az1, Az2, Az3 e 

Az4). Comprimento (a); área superficial (b); diâmetro médio (c); volume radicular (d). Letras 
minúsculas entre os tratamentos na mesma condição e letras maiúsculas entre os tratamentos em ambas 

condições seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade 

(p≤0.05). Cada valor indica a média do tratamento ± SE. 

 

Em relação ao déficit hídrico, não houve diferença significativa entre os tratamentos 

com os inoculantes. E de modo geral, o déficit hídrico limitou o desenvolvimento radicular 

(Fig. 3abcd). 

 Na condição irrigada todos os inoculantes aumentaram o acúmulo dos nutrientes N, P, 

K, Ca, S, Mn e Zn na massa seca das plantas de milho, com destaque para os inoculantes Az1 

e Az3 (Fig. 4abcdfhi). Az3 proporcionou maior concentração de Mg no milho quando 

comparado aos demais tratamentos (Fig. 4e). O acúmulo de Cu foi maior nas plantas com os 

inoculantes Az1 e Az3 (Fig. 4g). 

De maneira geral, o déficit hídrico limitou a absorção dos nutrientes pelas plantas de 

milho (Fig.4). O acúmulo dos nutrientes K, Ca e Mn foram maiores com a presença dos 

inoculantes (Fig. 4cdh). A concentração de N aumentou com Az1, Az2 e Az3 (Fig. 4a). Os 

inoculantes Az1 e Az2 proporcionaram aumento na concentração de S nas plantas de milho 

(Fig. 4f). Não houve diferença estatística nos tratamentos com A. brasilense para os elementos 

P, Mg, Cu e Zn nesta mesma condição (Fig. 4begi). 
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Figura 4 - Concentração dos nutrientes nos tecidos das plantas de milho com inoculação por A. 
brasilense (Az1, Az2, Az3 e Az4). N (a); P (b); K (c); Ca(d); Mg (e); S (f); Cu (g); Mn (h) e Zn (i). 

Letras minúsculas comparam os tratamentos em uma mesma condição (irrigado/déficit hídrico). Letras 

maiúsculas comparam os tratamentos dentro da condição irrigada e de déficit hídrico. Médias seguidas 

pela mesma letra não diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade (p≤0.05). Cada valor 

indica a média do tratamento ± SE. 

 

4 DISCUSSÃO 

 

4.1 Azospirillum brasilense em milho sob condição irrigada 

 

De maneira geral, na condição irrigada a presença de Azospirillum brasilense (Az1, Az2, 

Az3 e Az4) proporcionou maior crescimento, LA, assim como aumento na absorção de 

nutrientes. Também, houve alteração na arquitetura radicular das plantas de milho com maior 

exploração do solo por estas raízes. Os benefícios proporcionados pela inoculação com 
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Azospirillum estão relacionados à melhoria na aquisição de recursos importantes para as 

plantas, como aumento na absorção de água, nitrogênio, fósforo e outros minerais (FUKAMI 

et al., 2017). Além disso, esta bactéria pode modular os níveis hormonais nas plantas, além de 

realizar a fixação biológica de N2 (DAR et al., 2018). 

A inoculação por A. brasilense não alterou estatisticamente a fotossíntese, gs e E das 

plantas em condição de irrigação. Possivelmente, o estado nutricional das plantas aliadas ao 

bom status hídrico (Ψmd) pode resultar na máxima atividade fotossintética. Ademais, a 

semelhança na taxa fotossintética em todos os tratamentos com as plantas controle 

provavelmente esteja relacionado à saturação da atividade da rubisco (KLUGE et al., 2015). 

Além disso, Inagaki et al. (2014) relataram que a taxa de assimilação de CO2 foliar não foi 

afetada pela inoculação das sementes de milho com A. brasilense e com H. seropedicae. 

A maior exploração do solo pelas raízes com A. brasilense conferiu aumento na 

absorção dos nutrientes N, P, K, Ca, S, Mn e Zn nos tecidos do milho na ausência de déficit 

hídrico. Provavelmente, este fato ocorreu como consequência indireta da produção dos 

fitormônios produzidos por esta bactéria (GALINDO et al., 2016; DAR et al., 2018). A 

produção principalmente do ácido indol-3-acético (AIA) por A. brasilense tem sido considerada 

como a característica mais importante na promoção do crescimento vegetal através das 

mudanças promovidas no aumento do comprimento e volume radicular (CASSÁN; DIAZ-

ZORITA, 2016).  

O maior comprimento, área superficial, diâmetro médio e volume das raízes no milho 

com A. brasilense encontrado neste trabalho pode estar relacionado, também, a Azospirillum 

estimular a formação dos tricomas e o crescimento das raízes, aumentando o volume de solo 

explorado pelo sistema radicular e na absorção de água e nutrientes (BULEGON et al., 2017).  

 Zemrany et al. (2007) discutiram que a espécie Azospirillum lipoferum resultou no 

acúmulo de biomassa das raízes, o que estaria relacionado ao maior número de pontas 

meristemáticas, significando mais ramificações e alterações na arquitetura radicular. Como 

consequência, as raízes inoculadas apresentaram maior área superficial de raiz, interagindo com 

as partículas do solo, água e microrganismos. Além disso, os mesmos autores enfatizaram que 

as plantas inoculadas com maior superfície radicular e número de pontas meristemáticas tendem 

a exsudar mais ácidos orgânicos na rizosfera, favorecendo a colonização das PGPR. 

A presença de Azospirillum pode melhorar não apenas a absorção de vários macro e 

micronutrientes como aumentar o uso eficiente dos nutrientes pelas plantas, em consequência 

favorecer o desenvolvimento vegetal (GALINDO et al., 2016). Outra explicação para este fato 

foi a maior área superficial da raiz com a inoculação por A. brasilense. O aumento na área 

superficial radicular pode estar diretamente relacionado ao incremento dos nutrientes nos 
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tecidos (SOUZA et al., 2016). Consequentemente, as plantas do DKB 390 inoculadas 

apresentaram maior altura e LA, refletindo em maior acúmulo de biomassa (massa seca da parte 

aérea e massa seca total).  

O maior crescimento da parte aérea do milho com A. brasilense corrobora com os 

resultados encontrados por Calzavara et al. (2017) que relataram que a inoculação da estirpe 

Ab-V5 (A. brasilense) aumentou o comprimento da parte aérea do milho diferindo das plantas 

controle quando cultivadas com suprimento total de N. Além disso, as rizobactérias, como A. 

brasilense, não apresentaram efeito apenas no alongamento e na arquitetura radicular, mas 

também induz à sinalização hormonal da raiz para a parte aérea, regulando o crescimento foliar 

e outros processos fisiológicos das plantas (BARNAWAL et al., 2019).  

O aumento na concentração de N nos tecidos das plantas com a inoculação para a 

condição irrigada está de acordo com os resultados encontrados por Portugal et al. (2016), que 

relataram influência positiva de A. brasilense, resultando em maior N foliar nas plantas de 

milho. Ademais, Martins et al. (2018) encontraram que a inoculação por A. brasilense melhorou 

a eficiência na aquisição de N no milho, além de aumentar o rendimento de grãos quando 

comparado as plantas controles não inoculadas.  

Assim, em produção de milho com alta tecnologia e irrigação, abordagens com o uso de 

inoculantes para melhorar a produtividade é uma tecnologia efetiva, devido aos efeitos 

benéficos em promover o desenvolvimento das plantas. Portanto, o uso de A. brasilense pode 

ser indicado por intensificar o crescimento e a nutrição vegetal. 

 

4.2 Azospirillum brasilense em milho sob déficit hídrico 

 

 A seca restringe o crescimento e desenvolvimento vegetal, diminui a difusão e o fluxo 

de massa dos nutrientes, além de reduzir a produtividade das culturas. As plantas de milho 

impostas ao déficit hídrico diminuíram o potencial hídrico foliar (Ψmd), não apresentando 

diferença entre os tratamentos com A. brasilense. Menor Ψmd refletiu no fechamento 

estomático, diminuindo a gs e E. Esta limitação na abertura estomática em condição de déficit 

hídrico reduz a entrada de CO2, consequentemente redução da A independente dos tratamentos 

(MUTAVA et al., 2015).  

A inoculação de A. brasilense por Az2 e Az4 proporcionaram maior A. Plantas com o 

inoculante Az4 apresentaram também maior eficiência de carboxilação (A/Ci) o que mostra 

uma influência deste inoculante na atividade de carboxilação da rubisco o que mantém a 

atividade fotossintética mesmo em condição de déficit hídrico. Plantas de milho sob déficit 

hídrico apresentam danos nos fotossistemas (REIS et al., 2018), aparato este responsável por 
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coletar a energia radiante e converter em energia química (ATP). Assim, as plantas estressadas 

acabam canalizando a energia radiante para a produção de Espécie Reativa de Oxigênio (ERO) 

que contribui, por exemplo, para peroxidação lipídica. 

A A maior em plantas sob déficit hídrico e inoculadas com A. brasilense poderia ser 

resultado de uma melhor condição ou alívio de estresse promovido por essas rizobactérias 

como, por exemplo, aumento dos mecanismos de defesa contra as EROs (KAUSHAL; WANI, 

2016; NGUMBI; KLOEPPER, 2016). O que pode ter resultado no final da imposição do déficit 

hídrico melhores condições de crescimento como maior altura, LA e diâmetro das plantas com 

A. brasilense. Estes resultados estão de acordo com os encontrados por Bulegon et al. (2016), 

que ressaltaram que as plantas de Urochloa ruziziensis em condições de seca, inoculada via 

folha e sementes por A. brasilense aumentou a atividade da SOD e catalase no tratamento 

estressado, tornando as plantas mais eficientes na remoção das EROs e tolerantes ao déficit 

hídrico. 

Entretanto, o emprego de inoculantes não resultou em maior acúmulo de massa seca 

(parte aérea e total). Apesar de não aumentar a biomassa das folhas, houve aumento da LA. 

Possivelmente, sob a indução da sinalização hormonal por esta rizobactéria da raiz para a parte 

aérea (BARNAWAL et al., 2019) proporcionou maior alongamento foliar no milho. Em 

consequência, com a mesma biomassa, as plantas puderam apresentar maior LA (ou seja, área 

fotossintética). Isto pode evidenciar custo metabólico reduzido, devido o déficit hídrico resultar 

em falta de energia e redução do crescimento. Ademais, a inoculação pode trazer benefícios no 

aumento do crescimento vegetativo, além de induzir as plantas a superar os estresses ambientais 

(CHIBEBA et al., 2015). 

A interação de A. brasilense com as plantas pode ser bastante dinâmica, apresentando 

variações nos mecanismos utilizados por esta rizobactéria. O genótipo DKB 390 em condições 

de déficit hídrico apresenta mecanismos fisiológicos principalmente ao nível da parte aérea para 

minimizar a perda de água e para a manutenção da produtividade (LAVINSKY et al., 2015). 

Em consequência, reduz a dependência dos ajustes metabólicos no sistema radicular para 

aumentar a absorção de água (LAVINSKY et al., 2015). Aliado a este fator, é possível notar 

que a influência de A. brasilense sob seca foi principalmente na parte aérea (altura, diâmetro 

colmo, LA, A), com menores efeitos nas características radiculares. Podendo-se inferir que a 

interação de A. brasilense com esse genótipo (DKB 390) refletiu principalmente em efeitos nos 

órgãos produtores de energia (fotossíntese - folhas).  

A presença de A. brasilense não alterou a morfologia radicular em déficit hídrico. Este 

fato pode ser justificado pela característica do próprio genótipo (tolerante) em condições de 

déficit hídrico (LAVINSKY et al., 2015; SOUZA et al., 2016). Além disso, é possível que a 
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maior produção de fotoassimilados pelas plantas podem ser translocados para as raízes, e assim 

proporcionar maior exsudação radicular, ou seja, fonte energética para o metabolismo dessa 

rizobactéria. 

O estresse hídrico, decorrente da seca, diminuí a disponibilidade e o transporte de 

nutrientes do solo para as plantas, uma vez que o transporte dos nutrientes até as raízes é 

limitado pela água (VURUKONDA et al., 2016). Entretanto, apesar da não alteração na 

morfologia radicular e nem na massa seca das plantas de milho, a presença de A. brasilense 

proporcionou acréscimo no acúmulo dos nutrientes (N, K, Ca, S e Mn). Além do mais, pode-se 

sugerir que com o mesmo investimento em raízes, a presença desta rizobactéria proporcionou 

maior eficiência na absorção desses nutrientes. Teixeira Filho et al. (2017) relataram que a 

inoculação com A. brasilense em trigo resultou em elevações nas concentrações de N e S na 

palha quando comparado ao tratamento sem inoculação. 

 Curiosamente os inoculantes (Az1, Az2, Az3 e Az4) aumentaram a absorção dos 

nutrientes nas plantas de milho sob estresse, mas não ocorreu influência sobre gs e E. É 

importante ressaltar que o fluxo transpiratório é muito importante para a entrada dos nutrientes 

nas plantas. Entretanto, com o déficit hídrico pode ocorrer redução nesse fluxo transpiratório. 

Assim, a presença de A. brasilense (PGPR) poderia beneficiar as plantas de milho por 

mineralizar a matéria orgânica do solo liberando enzimas hidrolíticas e aumentando assim, a 

disponibilidade dos nutrientes (OLLIVER et al., 2011; PII et al., 2015) mesmo em condição de 

déficit hídrico. 

Outra provável explicação é que a atividade da enzima H+-ATPase é importante no 

movimento de soluto nas células e no processo de aquisição dos nutrientes pelas plantas (PII et 

al., 2015). As PGPR, como A. brasilense, podem estimular a H+-ATPase nas membranas 

plasmáticas das células das raízes, podendo ser atribuída essa ação a produção de fitormônios 

(AIA) (PII et al., 2015).  

A interação da bactéria com as plantas em diferentes condições ambientais pode resultar 

em respostas divergentes no desenvolvimento vegetal. Entretanto, a partir dos resultados 

encontrados neste trabalho é possível indicar a utilização dos inoculantes com A. brasilense por 

proporcionar práticas agrícolas mais sustentáveis e aumentar a nutrição das plantas de milho. 

 

5 CONCLUSÃO 

 

O uso de A. brasilense pelos inoculantes Az1, Az2, Az3 e Az4 em genótipo de milho 

tolerante ao déficit hídrico com irrigação pode ser indicado por intensificar o crescimento das 

plantas.  
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Azospirillum brasilense promove incremento no sistema radicular e absorção de 

nutrientes em plantas de milho, com destaque para o inoculante Az3 nas condições hídricas 

testadas. 

Os inoculantes Az1, Az2 e Az3 podem atenuar os efeitos do déficit hídrico por melhorar 

o crescimento da parte aérea e a absorção de nutrientes.  
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CAPÍTULO IV - Azospirillum brasilense na amenização dos efeitos da interação dos 

estresses hídrico e baixo nitrogênio em plantas de milho cultivadas em campo 

 

RESUMO: A seca, o manejo inadequado dos solos e dos recursos hídricos podem resultar na 

baixa disponibilidade de água e nitrogênio para as plantas, limitando a produtividade do milho. 

O objetivo deste trabalho foi avaliar as respostas morfofisiológicas e produtividade das plantas 

de milho inoculadas com A. brasilense em duas condições hídricas e aplicação de N no solo. 

Os experimentos foram realizados em campo – condição irrigada (IR) e déficit hídrico (WS), 

com delineamento em blocos casualizados com parcelas subdivididas. Os níveis de nitrogênio 

foram distribuídos nas parcelas enquanto os inoculantes nas subparcelas. Os tratamentos 

constaram de dois níveis de N aplicado no solo (20 e 120 Kg ha-1) e três condições de inoculação 

com A. brasilense (Az1, Az2 e controle), com quatro repetições. Foram avaliadas condutância 

estomática, fluorescência da clorofila a e teor das clorofilas, área foliar, componentes de 

produtividade, índice de colheita (HI) e as enzimas do solo arginase e urease. O déficit hídrico 

e a baixa disponibilidade de N nos solos limitaram as características morfofisiológicas e os 

componentes de produtividade no milho. A inoculação por Az1 e Az2 proporcionou incremento 

nas clorofilas, independente do N no solo e da condição hídrica, exceto em IR com 120 Kg ha-

1. Com Az2 houve acréscimo de 10% no rendimento dos grãos independente da condição 

hídrica. HI foi superior com a inoculação em WS com 20 e IR com 120 Kg ha-1 N. De maneira 

geral, Az2 aumentou a atividade das enzimas arginase e uréase. A inoculação por A. brasilense 

pode ser uma estratégia importante para mitigar os efeitos deletérios do déficit hídrico e da 

baixa disponibilidade de N no solo no cultivo do milho. 

 

Palavras-chave: Zea mays L.; Rizobactéria; Clorofilas; Urease; Produtividade. 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

O déficit hídrico (WS) e deficiência de nitrogênio no solo constituem alguns dos 

principais estresses abióticos que reduzem a produtividade das culturas em geral, 

particularmente de milho (Parajuli et al., 2018; Zeffa et al., 2019). Além disso, estes estresses 

reduzem a fotossíntese, área foliar e aceleram a senescência das folhas das plantas, com redução 

de até 80% da produtividade do milho (Khan et al., 2018; Parajuli et al., 2019). 

Neste sentido, a compreensão da interação dos estresses hídrico e deficiência de N faz-

se necessário devido a grande problemática que estes fatores causam nas plantas a nível global. 

Assim, a utilização das rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (PGPR) podem 

atenuar os estresses causados pela WS e baixo N, e ainda ser uma opção de baixo custo e ser 

ecologicamente sustentável. A ação associativa das PGPR pode fixar N2 e desempenhar um 

papel importante na absorção de nutrientes pelas plantas (Fukami et al., 2018). Pii et al. (2019) 

relataram que as PGPR podem representar uma ferramenta valiosa para melhorar a nutrição 

vegetal, uma vez que na agricultura o N tem sido fornecido as plantas via aplicação de 

fertilizantes. Além disso, as PGPR atuam como biofertilizantes, fitoestimuladores e atenuadoras 

de estresses bióticos e abióticos (Kaushal, 2019).  
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Azospirillum brasilense é uma PGPR que pode atuar na promoção do crescimento das 

plantas via diferentes mecanismos fisiológicos, bioquímicos e morfológicos (Bashan e Bashan, 

2010). Esta rizobactéria além de realizar a fixação de N2, produz vários fitormônios que melhora 

o crescimento do sistema radicular, refletindo na maior absorção de água e íons pelas plantas 

(Vacheron et al., 2013; Fukami et al., 2018; Kaushal, 2019).  

 A investigação da cooperação de rizobactérias atuando na redução dos danos causado 

nas plantas devido a estresses abióticos, como o déficit hídrico, está em evidência atualmente. 

O cultivo do milho no Brasil ocorre principalmente na safrinha. Neste período as plantas podem 

ser expostas a períodos de seca e a baixas temperatudas, que contribui para a redução na 

produção de grãos deste cereal. Aliado a este fator, o manejo inadequado dos solos e dos 

recursos hídricos podem resultar na baixa disponibilidade de nitrogênio para as plantas, 

contribuindo para possíveis consequências críticas na produção das culturas. Simultaneamente, 

também é crucial compreender os mecanismos que podem mitigar o efeito do déficit hídrico 

nas plantas cultivadas, como o milho, em direção à maior produtividade (Meena et al., 2017).  

O conhecimento e a seleção de estipes de A. brasilense mais eficientes em diferentes 

condições ambientais é importante para o sucesso desta tecnologia. No mercado comercial, a 

associação de mais de uma estirpe potencializa os resultados da inoculação. Além disso, o 

resultado da associação e os mecanismos de A. brasilense com o genótipo sensível ao déficit 

hídrico (BRS 1040) pode proporcionar maiores rendimentos de grãos em condições de seca e 

de baixa disponibilidade de nitrogênio no solo. 

Em condições de campo, compreender as respostas das plantas na interação do estresse 

hídrico e do baixo nitrogênio, aliado ao efeito da inoculação é geralmente muito mais complexo 

que condições ambientais controladas, porque outros fatores do ambiente podem influenciar a 

resposta da inoculação.  

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar as respostas morfofisiológicas e 

produtividade das plantas de milho inoculadas com A. brasilense em duas condições hídricas e 

de baixo N no solo. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Design experimental, material vegetal e microbiológico e condições de crescimento 

 

O experimento foi conduzido em condições de campo na estação experimental da 

Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, Minas Gerais, Brasil, situada nas coordenadas 
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geográficas: 19º28’ S, 44º15’08’’ W e altitude média de 732 m. A precipitação pluviométrica 

e a temperatura máxima e mínima foram monitoradas durante a realização do ensaio (Fig. 1).  
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Figura 1 Temperatura máxima e mínima e precipitação durante o período experimental. 

 

O experimento foi realizado em solo do tipo Latossolo Vermelho Distrófico Argiloso, 

de fertilidade média, as adubações de base e cobertura foram realizadas de acordo com a análise 

do solo (Tabela 1), seguindo recomendação para o milho no Estado de Minas Gerais (Ribeiro, 

1999).  

 

Tabela 1 Caracterização química do solo nas profundidades 0-10 e 10-20 cm. Sete Lagoas - MG. 

Solo 

(cm) 

pH 

(H2O) 

P 

(Mehlich) 
K Ca Mg Al SB* V* Zn Fe Mn Cu 

  mg dm-3 ------------mg dm-3------------ % ----------mg dm-3---------- 

0-10 6,1 54,0 345,0 6,8 1,4 0,3 9,2 68,2 8,1 29,1 16,8 0,6 

10-20 6,1 32,2 278,5 6,3 1,2 0,3 8,2 62,2 10,9 28,0 14,2 0,6 

* Soma de bases (SB); índice de saturação por bases (V). 

 

Foram realizados dois experimentos, onde os tratamentos foram testados em duas 

condições hídricas, experimento com irrigação e com déficit hídrico (irrigado - IR e déficit 

hídrico – WS). Foram utilizados dois níveis de aplicação de nitrogênio no solo (baixo: 20 e alto: 

120 Kg ha-1) e duas estirpes de A. brasilense inoculados (Az1 e Az2), mais o tratamento controle 

(sem inoculação). Os experimentos foram conduzidos no delineamento experimental em blocos 

casualizados com parcelas subdivididas com quatro repetições. Os níveis de nitrogênio 20 e 

120 Kg ha-1 foram distribuídos nas parcelas enquanto os inoculantes com A. brasilense Az1, 

Az2 e o controle nas subparcelas. Estas parcelas foram constituídas de 6 linhas de 6 m de 

comprimento, espaçadas de 0,7 m entre linhas e 0,2 m entre plantas, perfazendo uma área total 

de 25,2 m2. Para a área útil da parcela foram consideradas as duas linhas centrais. 
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 No plantio foi aplicado 500 Kg ha-1 da formulação 04-30-20 (NPK) no sulco. No 

tratamento com o alto N no solo aplicou-se mais 48 Kg ha-1 de ureia na semeadura. Somente as 

plantas que compunham o tratamento com alto N receberam a adubação de cobertura com 178 

Kg ha-1 de ureia. O material vegetal foi o híbrido simples BRS 1040, sensível a seca e 

desenvolvido pelo programa de melhoramento de milho da Embrapa Milho e Sorgo. O 

inoculante utilizado foi obtido a partir da mistura de duas estirpes homólogas de Azospirillum 

brasilense, na proporção 1:1 (v/v), Az1 (CMS 7+26), Az2 (CMS 11+26) pertencentes à coleção 

de bactérias diazotróficas do Laboratório de Microbiologia e Bioquímica do Solo da Embrapa 

Milho e Sorgo.  

As estirpes selecionadas foram cultivadas em caldo de soja tripcaseína, durante 72h, a 

temperatura de 29ºC sob agitação constante. Após esse período, as culturas de cada estirpe 

foram centrifugadas, ressuspendidas em solução salina (0,85% NaCl) e ajustadas para 

densidade ótica igual a 1,0 em absorbância a 500 nm, que equivale a aproximadamente 108 

células viáveis por mL. A inoculação nas sementes foi realizada, utilizando-se como veículo o 

carvão vegetal moído e goma de fécula de mandioca como aderente, e posteriormente realizada 

a semeadura. 

O teor de água no solo foi monitorado diariamente entre 09h00 e 15h00, com auxílio de 

sensores de umidade modelo GB Reader N1535 (Measurement Engineering, Austrália) 

instalados no centro de cada parcela a uma profundidade de 20 cm. Os experimentos foram 

mantidos em capacidade de campo (CC) (tensão de água no solo de –18 kPa) durante o período 

que antecedeu a imposição do estresse. Para o experimento que compreenderia o WS ao 

atingirem o estádio de pré-florescimento, as plantas foram submetidas ao déficit hídrico no solo 

por um período de 30 dias. Nesta condição, a tensão de água no solo foi reduzida para –138 

KPa, que corresponde a aplicação de 50% da água disponível no solo. Os tratamentos com IR 

não receberam alteração na condição hídrica, mantendo a capacidade de campo. Os cálculos de 

reposição de água foram realizados com o auxílio de uma planilha eletrônica, feita em função 

da curva de retenção de água do solo.  

 

2.2 Características ecofisiológicas e teor de pigmentos  

 

A condutância estomática (gs) foliar foi obtida através de um porômetro (Decagon 

Devices, Inc., Pullman, WA, USA). Uma leitura por folha em três plantas por bloco foi 

realizada entre 9 e 11 h da manhã, nas folhas totalmente expandidas acima da espiga após trinta 

dias sob a imposição do déficit hídrico. 
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Para a medição das variáveis da fluorescência da clorofila a foi utilizado um fluorômetro 

modulado Mini-PAM (Heinz Walz, Effeltrich, Germany). Após o período de trinta dias de 

imposição do WS, 3 plantas por parcelas foram adaptadas a 30 min no escuro onde foi medida 

a fluorescência mínima (Fo) com uma luz suficientemente baixa evitando reações fotoquímicas 

e a fluorescência máxima (Fm), aplicando-se por 0,8 segundos um pulso de luz saturante de 

7000 µm de fótons m-2 s-1. Nas amostras adaptadas no escuro, a máxima eficiência do 

fotossistema (PS II) foi estimada pela razão Fv/Fm. Em seguida as folhas foram iluminadas 

com luz actinica com intensidade de 1500 µmol de fótons m-2 s-1. Então a fluorescência 

constante (Fs) foi obtida e em seguida outro pulso de luz saturante foi aplicado por 1 s para 

obtenção da fluorescência máxima emitida pelas folhas (Fm’). A luz actinica foi removida e as 

folhas foram irradiadas com luz vermelho-distante, para obtenção de Fo adaptado a luz (Fo’). 

O quenching fotoquímico foi calculado como Qp = (Fm’-Fs)/(Fm’-Fo’), e o quenching não 

fotoquímico foi calculado como  Qn = (Fm-Fm’)/Fm’. Outras variáveis também foram 

avaliadas como: taxa de transporte de elétrons (ETR) = [(Fm’-Fs/Fm’) x PPFD x 0,5 x 0,84 e a 

produção quântica fotoquímica efetiva adaptada à luz (YII) = Fm’-Fs/Fm’ = ∆F/Fm’ (van 

Kooten e Snel 1990; Genty et al., 1996). 

Para determinação da clorofila a, b e total coletou-se o terço médio da primeira folha 

acima da espiga em 3 plantas por parcelas após os trinta dias de WS. Na sequência, 0,1 g de 

tecido foliar foi fragmentado em partes de aproximadamente 3 mm e imersos em 20 ml de 

acetona 80% (v/v) durante 24 horas, em ambiente protegido de luz. Após esse período foi feito 

a determinação de acordo com Linchtenthanler e Buschmann (2001). 

 

2.3 Análise enzimática em amostras de solo rizosférico 

 

Foi realizada a análise das enzimas arginase e uréase do solo que estão envolvidas na 

dinâmica de nitrogênio no solo no período final da imposição do WS em 3 plantas por parcela. 

A atividade da arginase (taxa de hidrólise da arginina) foi determinada através do método 

proposto por Alef e Kleiner (1986), enquanto a atividade da urease (taxa de hidrólise da ureia) 

foi verificada através do método proposto por Kandeler e Gerber (1988). A leitura das amostras 

foi realizada em espectrofotômetro a 660nm. 

 

2.4 Área foliar, componentes da produção e eficiência no uso do nitrogênio 

 

A área foliar total da planta (LA) foi medida por meio de um leitor de área foliar (LI-

3100C, Licor, Nebraska, USA), após a imposição do WS em 3 plantas por parcela. A parte 
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aérea das plantas foram acondicionadas em sacolas de papel e submetidas à secagem em estufa 

com circulação forçada de ar, a 65ºC, durante 72 horas, onde depois foi avaliado a massa seca. 

Na maturidade fisiológica, foram analisados: rendimento de grãos (RY), peso de espiga 

(EAW), diâmetro da espiga (ED), número de grãos por fileira (NGF), peso de 100 sementes 

(W100), peso de grãos por espiga (PGE) e índice de colheita (HI) [peso seco do grão/(peso seco 

da planta+peso seco do grão)*100 (Durães et al., 2002). 

 

2.5 Análise dos dados 

 

Para análise estatística dos resultados, utilizou-se a análise de variância conjunta 

(ANAVA) e o teste de comparação de médias Tukey, a 0,05% de significância (p≤0.05), no 

programa Sisvar versão 4.3 (Universidade Federal de Lavras, Lavras, Brasil). 

 

3 RESULTADOS 

 

 Para a condição irrigada com 20 kg ha-1 N não houve diferença entre os tratamentos para 

a condutância estomática (gs) (p≤0.05) (Fig. 2A). Entretanto, em IR com 120 kg ha-1 N a gs 

com o inoculante Az1 aumentou em média 30% em relação aos demais tratamentos (p≤0.05) 

(Fig. 2A).  Na condição de déficit hídrico, as plantas de milho em WS com 20 kg ha-1 N não 

apresentaram diferença significativa entre os tratamentos em gs (p≤0.05) (Fig. 2A). Porém, o 

inoculante Az2 incrementou a gs em 70% em WS com 120 kg ha-1 N quando comparado as 

plantas sem inoculação (p≤0.05) (Fig. 2A). 
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Figura 2 Condutância estomática (gs) (A) e variáveis da fluorescência da clorofila: (B) Taxa de 

transporte de elétrons (ETR), (C) Quenching fotoquímico (Qp), (D) Rendimento quântico fotoquímico 

do PSII (YII), (E) Máxima eficiência quântica do PSII (Fv/Fm), (F) Quenching não fotoquímico (Qn) 

das plantas de milho inoculadas com A. brasilense. IR20 (irrigado 20 kg ha-1 N), IR120 (irrigado 120 kg 

ha-1 N), WS20 (estresse hídrico 20 kg ha-1 N), WS120 (estresse hídrico 120 kg ha-1 N). Médias seguidas 

pela mesma letra para cada tratamento não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade 

(p≤0.05). Cada valor indica a média do tratamento ± SE.  

  

 O inoculante Az1 em IR com 20 kg ha-1 N aumentou em média a ETR em 22% em 

comparação ao controle (p≤0.05) (Fig. 2B). Em IR com 120 kg ha-1 N as plantas sem inoculação 

apresentaram maior ETR em relação aos demais tratamentos (p≤0.05) (Fig. 2B). Na condição 

de déficit hídrico em WS com 20 kg ha-1 N, o inoculante Az1 seguiu o mesmo padrão que IR 

com 20 kg ha-1 N, com aumento de 90% na ETR quando comparado ao controle (p≤0.05) (Fig. 

2B). Já em WS com 20 kg ha-1 N houve incremento de 34% na ETR com a presença de Az2 

(p≤0.05) (Fig. 2B). 
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 Na aplicação de 20 kg ha-1 N, Az1 proporcionou acréscimo de 71% no Qp (Fig. 2C) e 

50% em YII (Fig. 2D) em relação aos demais tratamentos (p≤0.05). As plantas sem inoculação 

apresentaram maior Qp e YII em comparação com as plantas inoculadas por A. brasilense na 

dose de 120 kg ha-1 N (p≤0.05) (Fig. 2CD). Na condição irrigada as variáveis Fv/Fm e Qn foi 

superior a condição de déficit hídrico (p≤0.05) (Fig. 2EF). 

Na condição irrigada com 20 kg ha-1 N, as plantas de milho apresentaram maior clorofila 

a, b e total com a presença dos inoculantes Az1 e Az2 quando comparado as plantas controle 

(p≤0.05) (Fig.3). Em IR com 120 kg ha-1 N não houve diferença entre os tratamentos para 

clorofila a e total. Com relação esse mesmo tratamento (IR120), o controle e Az2 apresentaram 

maior teor de clorofila b nas plantas de milho (p≤0.05) (Fig.3). 
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Figura 3 Teor de clorofila a (A), b (B) e total (C) das plantas de milho inoculadas com A. brasilense. 

IR20 (irrigado 20 kg ha-1 N), IR120 (irrigado 120 kg ha-1 N), WS20 (estresse hídrico 20 kg ha-1 N), 

WS120 (estresse hídrico 120 kg ha-1 N). Médias seguidas pela mesma letra para cada tratamento não 
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diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade (p≤0.05). Cada valor indica a média do 

tratamento ± SE.  

 

 Na condição de déficit hídrico com 20 kg ha-1 N todos os inoculantes foram superiores 

ao controle e proporcionaram incremento na clorofila a (WS20 Az1=17% e Az2=32%), b 

(WS20 Az1=22% e Az2=36%) e total em WS20 Az1=18% - Az2=33% (p≤0.05) (Fig.3). Em 

relação ao WS120 foi observado o mesmo padrão com Az1 e Az2 aumentando a clorofila a em 

15% e 7%, respectivamente, clorofila b Az1 21% e Az2 3%, e clorofila total Az1 21% e Az2 

3% em comparação ao controle (p≤0.05) (Fig.3). O efeito da condição hídrica, doses de N e 

os inoculantes influenciaram significativamente LA, o rendimento de grãos (GY), os 

componentes da produtividade e o NUE (p≤0.05), mas não houve interação entre os fatores 

(Tabela 2). Na condição IR a LA foi superior ao WS (p≤0.05) (Tabela 2). Entretanto, não houve 

diferença significativa nas concentrações de N para esta mesma variável (p≤0.05) (Tabela 2). 

Os inoculantes proporcionaram maior LA (Az1 - 8% e Az2 - 10%) em relação as plantas sem 

inoculação (p≤0.05) (Tabela 2). 

As plantas de milho na condição irrigada apresentaram acréscimo em todas as variáveis 

de produtividade analisadas (GY, EAW, ED, NGF, W100 e PGE) quando comparado a 

condição de déficit hídrico (Tabela 2). Em relação as doses de nitrogênio, na concentração de 

120 kg ha-1 N houve aumento em GY, EAW, NGF, W100 e PGE em comparação ao baixo 

nitrogênio (120 kg ha-1 N) (Tabela 2). O inoculante Az3 aumentou o RY da cultura do milho 

em 10% em relação aos demais inoculantes (p≤0.05) (Tabela 2). Não houve diferença 

significativa para a EAW, NGF, W100 e PGE entre os inoculantes (p≤0.05) (Tabela 2). 
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Tabela 2 Área foliar (LA), Rendimento de grãos (GY), peso de espigas (EAW), diâmetro de espiga (ED), número de grãos por fileira (NGF), peso de 100 

sementes (W100), peso de grãos por espiga (PGE) das plantas de milho inoculadas com A. brasilense. Sete Lagoas - MG. 

Variáveis 
 Condição  N (Kg ha

-1
)  Inoculantes CV1 

(%) 

CV2 

(%)  IR WS  20 120  Control Az1 Az2 

LA (cm2)  6011 a 5128 b  5761 ns 5378 ns  5260 b 5664 a 5786 a 11,98 5,43 

GY (Kg ha-1)  8270 a 5066 b  6339 b 6998 a  6392 b 6555 b 7057 a 13,44 7,79 

EAW (g)  228,9 a 142,2 b  179,2 b 192,0 a  183,1 ns 186,7 ns 187,0 ns 5,11 5,27 

ED (mm)  49,59 a 43,86 b  46,27 b 47,18 a  46,8 ns 46,7 ns 46,7 ns 1,74 2,09 

NGF  33 a 28 b  31 b 32 a  31,1 ns 31,4 ns 31,2 ns 1,98 5,34 

W100 (g)  46,37 a 33,04 b  38,61 b 40,79 a  39,7 ns 39,7 ns 39,7 ns 6,58 4,83 

PGE (g)  188,9 a 120,6 b  149,1 b 160,4 a  150,0 ns 156,2 ns 157,9 ns 5,60 5,89 

CV1: parcela; CV2: subparcela. Médias seguidas pela mesma letra na horizontal dentro de cada condição/tratamento não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade 

(p≤0.05). 
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Para o índice de colheita (HI) os inoculantes nos tratamentos IR com 20 e WS com 120 

kg ha-1 N não apresentaram diferença significativa (p≤0.05) (Fig. 4). Contudo, Az1 e Az2 foram 

superiores, proporcionando aumento no HI em IR com 120 e WS com 20 kg ha-1 N (p≤0.05) 

(Fig. 4). 
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Figura 4 Índice de Colheita (HI) das plantas de milho inoculadas com A. brasilense. IR20 (irrigado 20 

kg ha-1 N), IR120 (irrigado 120 kg ha-1 N), WS20 (estresse hídrico 20 kg ha-1 N), WS120 (estresse hídrico 

120 kg ha-1 N). Médias seguidas pela mesma letra para cada tratamento não diferem entre si pelo teste 

Tukey a 5% de probabilidade (p≤0.05). Cada valor indica a média do tratamento ± SE.  

A atividade enzimática da arginase não apresentou diferença significativa para os 

tratamentos IR20, WS20 e WS120 kg ha-1 N (p≤0.05) (Fig. 5A). Porém, Az2 incrementou em 

191% a atividade da arginase no solo em IR com 120 kg ha-1 N em comparação as plantas não 

inoculadas (p≤0.05) (Fig. 5A). A atividade da urease nos tratamentos IR com 20 e WS com 120 

kg ha-1 N não foi significativamente diferente entre os inoculantes (p≤0.05) (Fig. 5B). 

Entretanto, Az1 e Az2 aumentou em 18,5 e 12%, respectivamente, a atividade da urease em IR 

com 120 kg ha-1 N (p≤0.05) (Fig. 5B). O mesmo padrão foi observado em WS com 20 kg ha-1 

N, com Az1 (16%) e Az2 (28%) na atividade da urease (p≤0.05) (Fig. 5B). 
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Figura 5 Atividade das enzimas do solo arginase (A) e urease (B) nas plantas de milho inoculadas com 

A. brasilense. IR20 (irrigado 20 kg ha-1 N), IR120 (irrigado 120 kg ha-1 N), WS20 (estresse hídrico 20 

kg ha-1 N), WS120 (estresse hídrico 120 kg ha-1 N). Médias seguidas pela mesma letra para cada 

tratamento não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade (p≤0.05). Cada valor indica a 

média do tratamento ± SE. 

 

4 DISCUSSÃO 

 

 O milho é uma das culturas mais responsivas a estresses abióticos (Djemel et al., 2019), 

causados tanto pelo déficit hídrico como pela baixa disponibilidade de N nos solos. Em 

decorrência destes fatores, foi possível observar alterações ecofisiológicas, morfológicas e nos 

componentes de produtividade do milho. Além disso, o WS pode afetar diretamente a 

associação das PGPR com as plantas. Contudo, de maneira geral os resultados mostraram que 

a inoculação por A. brasilense (Az1 e Az2) mitigou os efeitos adversos provenientes do WS e 

da baixa aplicação de N no solo. 

No geral, as plantas inoculadas com Az1 e Az2 aumentaram o teor dos pigmentos 

fotossintéticos, que pode estar relacionado com maior absorção de N. O WS causa efeito 

negativo nas propriedades da clorofila (peroxidação) induzindo as plantas a senescência foliar. 

Li et al. (2019) e Zeffa et al. (2019) relataram que a clorofila, N foliar e a atividade fotossintética 

diminuíram nas plantas cultivadas sob déficit hídrico e na limitação de N. Assim, é possível 

verificar o efeito benéfico da inoculação por A. brasilense em condição de WS e IR. 

Provavelmente, independente do nitrogênio aplicado no solo, A. brasilense promoveu maior 

disponibilidade de N para aos tecidos do milho. Esse comportamento pode ser devido tanto a 

fixação biológica de nitrogênio como a produção de fitormônios, que desenvolve um papel 

essencial na promoção do crescimento das plantas e estimula o sistema radicular a maior 

absorção de nutrientes (Teixeira Filho et al., 2017; Fukami et al., 2018). Além disso, Dobbelaere 

et al. (2003) relataram que a inoculação com A. brasilense é eficiente nas culturas mesmo em 
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solos com alto teor de N disponível, o que indica que as respostas das plantas ocorrem não 

apenas devido a fixação de N2, mas devido a produção de substâncias reguladoras do 

crescimento, como auxinas, giberelinas e citocininas (Fukami et al., 2017). 

Neste sentido, as plantas teriam mais nitrogênio disponível, o que poderia ser utilizado 

para a síntese de clorofila, justificando as diferenças dos pigmentos fotossintéticos no milho 

inoculado versus o controle. Este fato é importante para as plantas e pode corresponder a uma 

alta taxa fotossintética (Pereira et al., 2015) e, consequentemente, incremento na produção de 

fotoassimilados. Estes resultados corroboram com Cohen et al. (2015), onde plantas inoculadas 

com Azospirillum foram mais vigorosas e apresentaram pigmentos fotossintéticos e 

fotoprotetorres elevados em Arabidopsis thaliana.  

Através da gs pode-se inferir sobre o status hídrico das plantas. Assim, com a inoculação 

por A. brasilense em IR e WS 120 kg ha-1 as plantas de milho mantiveram uma maior abertura 

estomática, e consequentemente maior disponibilidade de CO2 no mesofilo para a taxa 

fotossintética. Este resultado em WS pode evidenciar um menor nível de estresse nas plantas 

inoculadas. Para Reis et al. (2018) plantas quando impostas ao WS aumentam a síntese de ABA, 

fechando os estômatos e diminuindo a concentração de CO2 intercelular com redução na 

fotossíntese. Além disso, PGPR em associação com as plantas podem produzir substâncias 

reguladoras do crescimento das plantas, como ácido salicílico e putrecina, que auxiliam na 

manutenção da turgidez celular em condições de estresses ambientais (Khan et al., 2018). 

A inoculação (Az1 e Az2), de maneira geral, proporcionou maior ETR e LA (ETR 

exceto em IR 120 kg ha-1). Com aumento na ETR é possível sugerir incremento na taxa de 

assimilação de CO2 devido a ampliação do fluxo de elétrons entre os PSII e PSI (Cunha et al., 

2016). Assim, as plantas de milho inoculadas por A. brasilense obtiveram melhores respostas 

fisiológicas. Fukami et al. (2018) e Kaushal (2019) descreveram que A. brasilense melhora a 

capacidade antioxidante das folhas de milho, retarda a taxa de oxidação dos lipídios, eleva a 

taxa de utilização da energia luminosa nas plantas, além de otimizar a capacidade fotossintética 

desta cultura independente da condição hídrica. 

Contudo, apenas na interação da inoculação com N aplicado houve incremento em Qp 

e YII por Az1 (20 Kg ha-1 N). Este resultado pode evidenciar o papel de A. brasilense no sistema 

fotossintético e em tratamentos com doses de N. O rendimento quântico do PSII é uma variável 

efetiva da fluorescência na discriminação das respostas das plantas ao nitrogênio (Apostol et 

al., 2008; Cunha et al., 2016).  

 A inoculação e o N aplicado no solo não alteraram a eficiência do fotossistema II 

(Fv/Fm) bem como o quenching não fotoquímico (Qn), apenas a disponibilidade de água alterou 

esta variável. Cunha et al. (2016) descreveram que a relação Fv/Fm não alterou em híbridos de 
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milho inoculados com A. brasilense em diferentes doses de N. Contudo, resultados contrários 

foram encontrados por Ruiz-Sánches et al. (2011) em plantas de arroz inoculadas com A. 

brasilense e fungos micorrízicos, onde as condições hídricas não alteraram a eficiência 

fotossintética. Os mesmos autores destacaram ainda que a eficiência do fotossistema II foi 

melhorada nas plantas de arroz com a inoculação quando comparada ao controle, indicando 

melhor desempenho do sistema fotossintético.  

 Os componentes de produção foram superiores na condição irrigada e com maior 

aplicação de N no solo. Este fato é justificado pelas plantas de milho estarem em condições 

ideais de crescimento/desenvolvimento. Entretanto, a inoculação não alterou os componentes 

da produção, o que difere dos resultados encontrados por Souza et al. (2019). Esses mesmos 

autores relataram que a inoculação com Azospirillum brasilense influenciou positivamente o 

número de grãos por fileira (NGF) e a massa de 100 grãos (W 100), o que refletiu no rendimento 

dos grãos. Possivelmente, a não alteração dos componentes de produção esteja relacionado ao 

número total de espigas, que aumentou a produtividade com a inoculação por Az2, mas não 

refletiu em diferenças nestes mesmos componentes. 

Teixeira Filho et al. (2017) descreveram que a resposta à inoculação com A. brasilense 

realizada em conjunto com a adubação nitrogenada na cultura do trigo ocorre de maneira 

satisfatória. Entretanto, apenas A. brasilense não é eficaz o suficiente para substituir a adubação 

nitrogenada, porém a associação desta rizobactéria com a adubação nitrogenada pode 

possibilitar maiores rendimentos de grãos. 

O WS durante a fase de antese e estilo-estigma diminui drasticamente o rendimento de 

grãos, com reduções no índice de colheita (HI) (Parajuli et al., 2018). Além disso, Hernández 

et al. (2015) relataram que a disponibilidade de N para as plantas não aumenta o rendimento de 

grãos em ambientes com limitação hídrica. Assim, estes fatos podem justificar os resultados 

encontrados neste trabalho, com a ausência da interação entre os fatores. 

A inoculação por Az2 aumentou a produtividade em 10% tanto para o IR e WS. Este 

incremento no rendimento dos grãos pode ser justificado à grande variedade de mecanismos 

para a estimulação do crescimento das plantas e a tolerância a estresses abióticos, efeitos diretos 

ou indiretos desencadeados por A. brasilense (Bashan, Bashan 2010). Como discutido 

anteriormente, a fixação biológica do nitrogênio, produção dos fitormônios, exopolissacrídeos 

contribuíu para a maior absorção de água e minerais (Fukami et al., 2018). Além disso, como a 

inoculação o milho apresentou maior LA, pigmento fotossintético (clorofilas), maior resposta 

ecofisiológica (gs e fluorescência), o que pode ter contribuído para esse aumento em GY. Estes 

resultados foram superiores aos encontrados por Galindo et al. (2018), em que plantas de milho 

inoculadas com A. brasilense apresentaram aumento na produtividade de 5 e 6%. Martins et al. 
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(2018) descreveram que o milho inoculado com Azospirillum, apresentou incremento na 

nutrição das plantas e maior rendimento dos grãos, evidenciando o benefício da inoculação para 

esta cultura.  

 Como já discutido, a seca e a baixa disponibilidade de N alteram as variáveis fisiológicas 

com impacto na produção e redução do HI (Parajuli et al., 2018; Zeffa et al., 2019). O HI que 

representa a eficiência do transporte de fotoassimilados produzidos nas folhas para o processo 

do enchimento dos grãos, é reduzido por estes estresses abióticos (Ran et al., 2019). Com o 

aumento no HI em WS 20 e IR120 kg ha-1 na presença de A. brasilense pode-se inferir que esta 

rizobactéria proporcionou melhor eficiência no uso da água e nutrientes pelas plantas, refletindo 

em uma produção maior e mais sustentável (Hütsch e Schubert 2018). Ademais, em IR as 

plantas estavam em condições com disponibilidade hídrica e de nutrientes recomendados para 

esta cultura, favorecendo estes resultados.  

 A atividade enzimática da arginase e urease está diretamente ligada a conversão de 

compostos nitrogenados em amônio do solo para as plantas. A atividade destas enzimas na 

rizosfera pode ser afetada por vários fatores abióticos, como conteúdo de matéria orgânica, 

alterações do solo, déficit hídrico (Ali et al., 2019). Neste sentido, foi possível observar que 

Az2 proporcionou maior atividade da arginase em IR 120 kg ha-1 de N. Já na atividade da urease 

em WS 20 e IR 120 kg ha-1 de N, todos os inoculantes foram superiores ao controle favorecendo 

as plantas de milho. Este resultado na condição de WS e baixo N aplicado no solo (WS 20 kg 

ha-1) está de acordo com o encontrado nas clorofilas que pode sugerir o efeito em HI. Todos 

estes resultados podem estar relacionados com A. brasilense estimular o desenvolvimento do 

sistema radicular, melhorar a aquisição de nutrientes, incluindo o N (Fukami et al., 2018; 

Kaushal, 2019) e explorar com mais eficiência o perfil do solo. 

 Entretanto, os estresses ambientais, como a seca, provocam respostas nos tecidos 

vegetais que podem desencadear a produção de etileno, resultando na inibição do alongamento 

das células radiculares das plantas (Broekaert et al., 2006). Além disso, a seca limita a 

acessibilidade dos nutrientes do solo para as plantas, por reduzir a distribuição e o fluxo de 

massa dos nutrientes solúveis na água (Khan et al., 2018). Porém, a influência das rizobactérias, 

como A. brasilense, no crescimento radicular já está bem descrito na literatura, podendo sugerir 

que os resultados encontrados neste trabalho possam ser em decorrência na melhoria da 

arquitetura radicular.  

Em áreas tropicais é possível ocorrer frequentemente períodos de seca (Martins et al., 

2015), que são comumente associados ao uso ineficiente de N pelas plantas, representando um 

déficit na produção (Martins et al., 2018). Assim, o uso de técnicas biológicas, como a 

inoculação por A. brasilense, pode melhorar as respostas morfofisiológicas das plantas e a 
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eficiência no uso de fertilizantes, representando uma alternativa sustentável para o cultivo dos 

cereais. Além disso, deve-se se atentar para os benefícios econômicos e ambientais 

proporcionados por esta rizobactéria com a inoculação, seja em ambiente com déficit de água 

ou com disponibilidade hídrica. 

 

5 CONCLUSÃO 

 

A condição irrigada com a maior aplicação de nitrogênio aliado aos inoculantes aumenta 

o desenvolvimento das plantas de milho. 

O déficit hídrico e a baixa disponibilidade de N nos solos limitaram as características 

morfofisiológicas e os componentes de produtividade no milho. 

A inoculação por A. brasilense (Az1 e Az2) atenuou os efeitos adversos provenientes 

do WS e da baixa aplicação de N no solo, e pode ser uma estratégia para mitigar os efeitos 

desses estresses na cultura do milho.  
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