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RESUMO 

 

REIS, Denise Pacheco (DS). Universidade Federal de São João del-Rei, março de 

2019. PRODUTIVIDADE, ACÚMULO DE NUTRIENTES E DIVERSIDADE 

BACTERIANA DA RIZOSFERA DE GENÓTIPOS DE MILHO EM RESPOSTA À 

INOCULAÇÃO COM Azospirillum brasilense. Orientador: Ivanildo Evódio Marriel. 

Co-orientadores: Christiane Abreu de Oliveira Paiva e Lauro José Moreira Guimarães. 

 

A utilização de insumos sintéticos torna-se de fundamental importância para o 

potencial produtivo alcançado pela agricultura moderna. Todavia a aplicação intensiva 

deste insumo pode comprometer a sustentabilidade agrícola na dimensão ambiental. 

A prática da inoculação com produto biológico à base de bactérias que apresentam a 

capacidade de fixar nitrogênio tem se mostrado como uma opção promissora e 

sustentável, tendo em vista a melhoria da produção, redução de custos de produção 

e baixo impacto ecológico nos agroecossistemas. Essas bactérias colonizam a 

rizosfera e tecidos internos das plantas promovendo benefícios às culturas agrícolas 

e estão em interações constantes com microrganismos autóctones. Diante desse 

cenário, objetivou-se avaliar o efeito da inoculação com Azospirillum brasilense sobre 

a diversidade bacteriana da rizosfera de diferentes híbridos de milho, o acúmulo de 

nutrientes e a produtividade de grãos. Utilizou-se diferentes genótipos de milho 

inoculados com uma mistura de três estirpes de Azospirillum brasilense. A diversidade 

bacteriana foi estimada em amostras de DNA total extraído do solo rizosférico, após 

o sequenciamento de segunda geração. O acúmulo de nutrientes e a produtividade 

foram mensurados na fase de florescimento e final do ciclo respectivamente. Os 

resultados da análise metagenômica mostraram que a composição e estrutura variam 

em função do genótipo da planta e do inoculante, mas existem alterações 

principalmente na abundância de alguns filos e gêneros presentes nas amostras de 

solo. Houve ganhos de produtividade de grãos e de acúmulo de nutrientes em função 

da inoculação dos genótipos avaliados. Portanto, conclui-se que a formação da 

estrutura e composição da comunidade bacteriana do solo rizosférico das plantas foi 

dependente da inoculação com Azospirillum brasilense e do genótipo da planta. As 

características agronômicas do milho (Produtividade e acúmulo de nutrientes) são 

influenciadas pelo uso de inoculantes.  
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ABSTRACT 

The use of synthetic inputs is of fundamental importance for the productive potential 

achieved by modern agriculture. However, the intensive use of this input can 

compromise agricultural sustainability in the environmental dimension. The practice of 

inoculation with a biological product based on bacteria that can fix nitrogen has shown 

to be a promising and sustainable option, to improve production, reduce production 

costs and low ecological impact in agroecosystems. These bacteria colonize the 

rhizosphere and internal plant tissues promoting benefits to crops and are in constant 

interactions with autochthonous microorganisms. The objective of this scenario was 

to evaluate the effect of inoculation with Azospirillum brasilense on the bacterial 

diversity of the rhizosphere of different corn hybrids, nutrient accumulation, and grain 

yield. Different maize genotypes inoculated with a mixture of three strains of 

Azospirillum brasilense were used. Bacterial diversity was estimated in samples of 

total DNA extracted from rhizospheric soil after second-generation sequencing. The 

nutrient accumulation and productivity were measured in the flowering phase and at 

the end of the cycle, respectively. The results of the metagenomic analysis showed 

that the composition and structure vary according to the genotype of the plant and the 

inoculant, but there are changes mainly in the abundance of some phyla and genera 

present in the soil samples. There were gains in grain yield and nutrient accumulation 

as a function of the inoculation of the evaluated genotypes. Therefore, it is concluded 

that the formation of the structure and composition of the bacterial community of the 

rhizospheric soil of the plants was dependent on the inoculation with Azospirillum 

brasilense and the plant genotype. The agronomic characteristics of corn (Productivity 

and accumulation of nutrients) are influenced by the use of inoculants 

 

 

Keywords: Zea mays L; metagenome; biodiversity; Biological Fixation of Nitrogen.  
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1. INTRODUÇÃO GERAL  

 

 

Quando se leva em consideração os aspectos socioeconômicos, o milho é 

uma das mais importantes culturas do setor agrícola brasileiro, uma vez que é 

produzido em todo território nacional e utilizado em vários processos como fabricação 

de etanol, rações animais e também na alimentação humana. Segundo a Companhia 

Nacional de Abastecimento (CONAB 2018), em seu 2º levantamento da safra 

2018/2019, a área plantada de milho está estimada em torno de 16.657 de hectares, 

com uma produção de 90 milhões de toneladas de grãos.   

Atualmente existem desafios em manter os altos padrões produtivos da 

agricultura, sem desconsiderar seus impactos econômicos e ambientais. Dentre os 

fatores de produção agrícola, o uso intensivo da adubação, especialmente da 

nitrogenada, responde por uma parcela significativa dos custos para o produtor e dos 

impactos negativos sobre à sustentabilidade do agronegócio nacional na dimensão 

ecológica (Guo et al. 2016). Portanto, torna-se necessário o desenvolvimento e 

otimização de tecnologias que atendam às exigências nutricionais das plantas, dentro 

dos preceitos de uma agricultura de baixo custo e ambientalmente amigável. Neste 

cenário, destaca-se o processo de fixação biológica de nitrogênio (FBN) como fonte 

de nitrogênio às plantas a partir de recursos renováveis. Vale salientar que este 

processo constitui um dos pilares do plano ABC- Agricultura de Baixo Carbono, que 

compreende um conjunto de ações de políticas públicas que visam promover a 

ampliação da adoção de tecnologias agropecuárias sustentáveis com alto potencial 

de mitigação das emissões de gases de efeito estufa e de combate ao aquecimento 

global (Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento 2012).  

A Fixação Biológica de Nitrogênio é um processo natural que transforma o 

nitrogênio atmosférico (N2) em amônia (NH3+), realizado por microrganismos 

conhecidos como diazotróficos. Diazotróficos são considerados os microrganismos 

que possuem o complexo da enzima nitrogenase, que quebra a tripla ligação entre as 

moléculas no nitrogênio atmosférico (Hu & Ribbe 2013). Esse processo é de grande 

importância na interação planta-microrganismo, pois resulta em efeitos benéficos na 

promoção do crescimento vegetal, propriedades químicas, físicas e biológicas do solo 

e, consequentemente, na produtividade dos sistemas agrícolas. 
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A simbiose com fixadores na cultura da soja pode ser facilmente identificada 

pela formação de nódulos no sistema radicular que, quando se encontram em 

extrema atividade de fixação, apresenta coloração rósea intensa pela ação da 

leghemoglobina. Atualmente, toda a necessidade da soja por N é provida através da 

FBN (Hungria et al. 2007).  

De modo geral, observa-se elevada diversidade de bactérias diazotróficas em 

associação com plantas não leguminosas. Dentre as mais estudadas destacam-se 

aquelas pertencentes aos gêneros Azospirillum , Herbaspirillum, Paenibacillus, 

Acetobacter e Burkholderia (Doornbos et al. 2012) 

Os microrganismos diazotróficos têm sido empregados como inoculantes em 

diferentes culturas e ambientes em vários países, como alternativa para 

substituição/complementação de fertilizantes sintéticos. Com incrementos de até 30% 

na produtividade de culturas como milho, trigo, arroz e sorgo (Hungria et al. 2010). 

Vale salientar que os benefícios da inoculação envolvem mecanismos diversos, além 

da fixação biológica, que são modulados pelo genótipo da planta e da bactéria 

inoculada, além de fatores abióticos, conforme observado por Farina (2012) e Reis & 

Teixeira (2005).  

Diante desse cenário, esse trabalho se justifica por se tratar da identificação 

da contibuição da FBN em milho de modo a selecionar bactérias e genótipos que 

apresentem boa interação, resultando em uma melhor produtividade e redução na 

utilização de adubos químicos nitrogenados. Assim como avaliar o efeito do 

inoculante à base de Azospirillum brasilense sobre a diversidade bacteriana da 

rizosfera.  
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2. CAPÍTULO I- REVISÃO BIBLIOGRAFICA  

 

 

2.1. A CULTURA DO MILHO 

 

 

O milho é um cereal de grande relevância econômica e social em padrão 

mundial e mostra-se como uma das espécies de plantas mais estudadas e a que mais 

auxilia para o estudo dos princípios essenciais como: genéticos, bioquímicos e 

fisiológicos (Vittorazzi et al. 2013). É uma gramínea da espécie Zea mays L. e seus 

grãos apresentam alta qualidade nutritiva. Seu cultivo iniciou-se a 7.000 ac, com 

possível origem mexicana (Bertolini et al. 2005). Após ser descoberto, foi levado para 

Europa, onde foi plantado em jardins até que sua qualidade nutritiva tornou-se 

conhecida (Okumura et al. 2012).  

O ciclo vegetativo no Brasil varia de 110 a 160 dias conforme a caracterização 

dos genótipos (superprecoce, precoce e tardio - fase referente ao período entre a 

semeadura e o ponto de maturidade fisiológica). Assim para uma maior exatidão do 

manejo adequado é importante levar em consideração a fenologia do milho. (Fancelli 

2015). Outra característica importante do milho é em relação ao seu metabolismo, 

essa gramínea tropical, apresenta-se com uma planta C4, habituada a intensidade 

luminosa e altamente produtiva em desvantagem pelo grande consumo energético 

(Bergamaschi et al. 2004) 

Os maiores produtores mundiais desse grão são responsáveis por 56% da 

produção global, sendo eles os Estados Unidos, China e Brasil (United States 

Department of Agriculture 2019). No Brasil, o milho é a segunda cultura de maior 

importância econômica, ficando atrás apenas da soja. Os estados com maior 

produção do cereal são Mato Grosso, Paraná e Mato Grosso do Sul (CONAB, 2019). 

Em terras brasileiras a lavoura acontece em duas safras, podendo ocorrer plantio e 

colheita simultâneo em diferentes regiões do país. A produção ocorre o ano inteiro.  
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2.2. FIXAÇÃO BIOLÓGICA DE NITROGÊNIO  

 

 

O processo de fixação biológica de nitrogênio pode ser definido como a 

transformação do nitrogênio molecular da atmosfera (N2) em amônia através da ação 

de microrganismos. Este processo biológico está restrito aos microrganismos dotados 

do sistema enzimático nitrogenase, que é a enzima de maior importância integrada 

ao mecanismo de FBN (Sur’s et al. 2010). No presente momento, têm se 

conhecimento de três tipos de nitrogenase: um que possui molibdênio (Mo, 

nitrogenase-1) e ferro (Fe); outro em que o vanádio (V) substitui o Mo (nitrogenase-

2); e um terceiro, que só tem ferro (nitrogenase-3) (Ajith 2019; Reis & Teixeira 2005). 

Sendo a mais estudada a do tipo 1 que apresenta em sua conformação Fe-Mo. 

A regulação dessa enzima e sua composição são geradas por um conjunto 

de genes nif (nitrogen fixation) que codificam as proteínas do complexo enzimático: 

nifD, nifK e nifH, dentre outros (Dixon & Kahn 2004; Sarita et al. 2008).  

O complexo nitrogenase é constituído de dois componentes básicos: (i) 

proteína Fe (homodímero-dinitrogenase redutase γ2), que conduz elétrons para a 

segunda proteína e (ii) a (heterotetrâmero, dinitrogenase α2β2) que possui o sítio 

ativo (Figura 1) (Ivleva et al. 2016; Seefeldt et al. 2009).  

A Proteína ferro é constituída de duas subunidades gama idênticas de peso 

molecular 57 e 72KDa. Já a molibdênio-ferro tem massa molecular médio de 220KDa 

(Cassetari 2015).  

A nitrogenase apresenta sensibilidade a elevadas concentrações de oxigênio, 

o que faz com que os microrganismos criem mecanismos de defesa. Um exemplo 

disso ocorre em plantas leguminosas para as quais, além do córtex do nódulo ser um 

impedimento contra a entrada de oxigênio, as leghemoglobinas agem fazendo a 

retirada do O2 presente no meio, reduzindo suas concentrações (Cheng 2008; Dixon 

& Kahn 2004; Fagan et al. 2007). Em muitos microrganismos diazotróficos ocorre a 

inibição da atividade da enzima pela adição de NH4
+ de forma rápida e reversível 

(Reis & Teixeira 2005). 

O processo da fixação biológica de N2 (FBN) é representado pela seguinte 

equação (Hu & Ribbe 2013). 
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N2 + 8H+ 16 ATP + 8e        -      2 NH3+ + H2 + 16 ADP + 16 Pi 

   

 

 

      

Figura 1- Complexo da nitrogenase. A conversão de N2 em NH3 é feita pela proteína Fe-Mo. 

Podendo também ser produzido hidrogênio gasoso (H2) rico em energia também pode ser 

gerado. A energia da conversão de ATP para ADP junto com os elétrons da ferredoxina faz a 

redução do Fe III na menor proteína de ferro. Durante isso, na proteína Fe-Mo os aglomerados 

de molibdênio-ferro-enxofre, capturam nitrogênio (N2) do ar, enquanto o Fe nos aglomerados 

recebe os elétrons (e-) fornecidos pela proteína Fe para que o N2 possa ser reduzido a NH3. 

FONTE: Adaptado de Weil; Brady, 2017 Imagens de Raymond R Weil. 

 

  

2.3. GENE nifH 

 

 

A codificação da nitrogenase é realizada por um conjunto de genes 

específicos. Estes foram identificados pela primeira vez em Klebsiella pneumoniae 

(Cannon et al. 1976). Inicialmente foram descritos um conjunto de 19 genes dispostos 

em uma região de 24Kbp, organizados em 8 operons no genoma da bactéria, 

envolvidos no processo de biossíntese e transcrição da enzima (Merrick 1992).  

Estudos realizados a partir da filogenia obtida de genes nif apresentaram-se 

semelhantes à adquirida pela filogenia baseada no gene 16s RNAr. Diante disso, o 

gene nif passou a ser utilizado na caracterização da diversidade de bactérias 

diazotróficas (Zehr et al. 2003). Assim, o estudo da comunidade diazotrófica pode ser 

Nitrogenase  
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baseado na detecção, quantificação e análise da diversidade desses genes (Silva et 

al. 2011).  

Diferentes trabalhos que utilizam técnicas tradicionais baseadas em PCR têm 

sido empregados para caracterizar microrganismos diazotróficos porque através 

delas é possível o monitoramento de estirpes de bactérias específicas como as que 

possuem os genes responsáveis pela nitrogenase, sendo mais utilizado o nifH 

(Raymond et al. 2004; Roesch 2007).  

O nifH está presente em apenas um determinado grupo de fixadores, 

portanto, sua presença tem sido utilizada para monitorar a ocorrência de 

microrganismos fixadores de N2 (Sugitha & Kumar 2009), sendo considerado um dos 

genes funcionais mais antigos, relacionados à evolução genética de microrganismos 

diazotróficos (Ueda et al. 1995). Sua evolução foi semelhante a do gene rRNA 16S, 

podendo também ser usado como marcador molecular (Young 1992; Haukka et al. 

1998) 

Dentre os que estão envolvidos no processo de FBN, o gene nifH é o que 

apresenta o maior número de sequências depositadas em bancos de dados, como o 

do National Center for Biotechnology Information (NCBI). Sendo também o gene 

marcador central em estudos que analisam a diversidade, abundância e filogenia da 

microbiota de fixadores de nitrogênio, existindo vários primers específicos 

desenhados para que o fragmento desse gene seja amplificado desde amostras 

ambientais de ecossistemas (Gaby & Buckley 2012). 

 

 

2.4. ANÁLISES MOLECULARES EM MICRORGANIMOS 

 

 

A existência de microrganismos remonta aproximadamente 4 bilhões de 

anos, porém, a maior parte da sua diversidade é ainda desconhecida, apesar do 

emprego de técnicas modernas da biologia molecular (Melo & Toczyski 2002). 

Através delas foi possível um avanço nos estudos de identificação e caracterização 

dos microrganismos, tanto com relação ao conhecimento de novas espécies e de 

suas funções, quanto com relação ao estudo da diversidade e da ecologia microbiana 

(Schmidt 2006). 
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A diversidade das bactérias tem sido estudada através de técnicas de cultivo 

associadas a técnicas moleculares, como o sequenciamento completo ou parcial do 

gene 16S rRNA, a fim de estabelecer suas relações filogenéticas (Jarvis et al. 1992). 

Entre as técnicas moleculares usadas estão: a reação em cadeia da polimerase em 

tempo real (qPCR), análises de diversidade por T-RFLP e sequenciamentos através 

dos NGS (Nex Generation Sequence). 

A qPCR é uma variação da PCR convencional. Diferente do que ocorre na 

PCR qualitativa, a amplificação e detecção das cópias de DNA/RNA ocorrem 

simultaneamente, podendo ser visualizado em tempo real. A quantificação é medida 

pela quantidade de produto amplificado a cada ciclo. Essa detecção ocorre pela 

emissão de moléculas fluorescentes.  

A análise de polimorfismo do comprimento do fragmento de restrição terminal 

(T-RFLP) de genes amplificados por PCR é uma técnica de impressão digital baseada 

na digestão com enzimas de restrição de produtos da PCR marcados com 

fluorescência e separados pela eletroforese capilar ou em gel através de um 

sequenciador automatizado. Ao final, apenas os fragmentos de restrição marcados 

com os terminais são detectados. O resultado é o perfil da comunidade composto por 

uma série de picos de diferentes alturas que é a representação do eletroferograma 

(Tiquia-Arashiro 2010).  

O sequenciamento de nova geração realiza o sequenciamento do DNA total 

em plataformas capazes de gerar milhões de pares de bases em uma única corrida, 

com uma velocidade bem maior. O que caracteriza uma vantagem sobre os 

sequenciadores mais antigos.  

Devido ao potencial de aumento de produção em diversas culturas agrícolas, 

por meio da FBN ou produção de hormônios vegetais, atualmente dá-se uma grande 

importância em estudos de caraterização de organismos fixadores através de 

diferentes técnicas moleculares (Roesch 2007).  
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2.5. BACTÉRIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO DE PLANTAS 

 

 

Microrganismos são de extrema importância para a manutenção da 

biodiversidade. Eles realizam diferentes funções para manter a homeostase no 

ecossistema. No cenário agrícola, destaca-se cada vez mais a interação planta-

microrganismos-solo. Da qual se pode citar a associação entre plantas e bactérias 

que promovem o crescimento vegetal, conhecidas como Bactérias Promotoras do 

Crescimento de Plantas (BPCP).  

As BPCP compreendem as que possuem vida livre, que estabelecem 

associações simbióticas específicas com plantas, podem ser também endofíticas, 

colonizando tecidos internos das plantas e as cianobactérias. Todas essas bactérias 

empregam o mesmo mecanismo de promoção de crescimento (Glick 2012; Santoyo 

et al. 2016). Todavia, algumas apresentam a capacidade de sintetizar a enzima ACC-

desaminase que degenera o iniciador direto do etileno em plantas- ACC (Onofre-

Lemus et al. 2009). A limitação da sintetização do etileno traz como resultado a 

retomada do desenvolvimento da planta, fundamental para o êxito da associação 

(Bhattacharyya & Jha 2012). 

Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas desempenham resultados 

benéficos sobre os vegetais, principalmente sobre o índice de germinação de 

sementes, no desenvolvimento e crescimento, na formação de flores e no produto de 

culturas de importância agrícola (Alekhya & Gopalakrishnan 2017). Desta maneira, o 

sinergismo existente entre os mecanismos de dinâmica dessas bactérias tem como 

resultado um maior desenvolvimento radicular e consequentemente uma melhor 

utilização do solo e assimilação de nutrientes (Hungria et al. 2010). 

As culturas que são inoculadas com essas bactérias representam apenas uma 

pequena parcela da atividade agrícola mundial. Dentro das estirpes comercializadas 

estão: Azospirillum brasilense, Azospirillum lipoferum, Azotobacter chroococcum, 

Agrobacterium radiobacter, Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Bacillus ,Bacillus subtilis 

var, Amyloliquefaciens, Burkholderia cepacia, Paenobacillus macerans, 

Pseudomonas., Pseudomonas aureofaciens, Pseudomonas fluorescens, 

Pseudomonas chlororaphis, Pseudomonas syringae, Pseudomonas solanacearum, 

Delfitia acidovorans, Pantoea agglomerans, Streptomyces griseoviridis, Streptomyces 

lydicus e Serratia entomophilia, Rhizobia spp. (Glick 2012; Olivares et al. 2017).  
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Os estímulos usados pelas BPCP para promover o crescimento das plantas, 

abrangem a disponibilidade de nutrientes originários de processamento genéticos 

como: a solubilização de fosfato, a fixação biológica de nitrogênio, produção de 

sideróforos, supressão da produção do hormônio como etileno e produção de 

fitormônios (auxinas, citocininas e giberelinas) entre muitos outros (Abhilash et al. 

2016; Souza et al. 2015). Com relação aos mecanismos remotos pode-se citar a 

inibição de patógenos por meio da formação de antibióticos ou enzimas líticas da 

parede celular, como por exemplo quitinases e incitando mecanismos de defesa da 

planta (Sarma et al. 2015). 

Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas, também apresentam a 

capacidade de minimizar efeitos prejudiciais dos estresses ambientais nos solos. 

Dentre esses estresses pode-se citar a poluição por metais pesados e outros 

compostos inorgânicos (Ma et al. 2011) ou por poluentes orgânicos, como 

hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (Vílchez et al. 2016) e também a elevada 

concentração de sais (Nadeem et al. 2010). 

Entretanto, a eficiência desses microrganismos pode ser afetada por 

diferentes fatores, entre eles a qualidade e quantidade de bactérias inoculadas, a 

estirpe, o método usado para inoculação, o genótipo da planta, a etapa de crescimento 

do vegetal no momento da inoculação, circunstâncias edafo-climáticas do ambiente, 

relação com a microbiota natural, fitossanidade das plantas, adição inapropriada de 

nutrientes no solo por meio da fertilização, entre outros fatores (Matsumura et al. 

2015). 

Entre os passos para avanços do uso de inoculantes à base de BPCP está 

não somente a produção e uso em larga escala, mas também a educação popular 

sobre o fato que bactérias também podem apresentar benefícios para as plantas 

(Glick 2012). 
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2.6. GÊNERO Azospirillum  

 

 

Dentre os microrganismos fixadores de N encontrados em associações com 

Poaceaes, as espécies do gênero Azospirillum constituem um dos grupos mais 

estudados (Hartmann & Baldani 2006) e em relação a espécie o Azospirillum 

brasilense (Figura 2) é uma das espécies com maior esforço em pesquisa.  

O gênero foi descrito inicialmente por Beijerinck em 1.925 como Spirillum 

lipoferum e reclassificado como Azospirillum em 1978 (Tarrand et al. 1978) e o 

conhecimento de sua interação com diversos hospedeiros experimentou ampla 

expansão mundial na década de 70. 

Atualmente, são descritas 20 espécies do gênero: Azospirillum lipoferum; 

Azospirillum brasilense (Tarrand et al. 1978); Azospirillum amazonense (Magalhães 

et al. 1983); Azospirillum halopraeferans (Reinhold et al. 1987); Azospirillum irakense 

(Khammas et al. 1989); Azospirillum largimobile (Dekhil et al. 1997); Azospirillum 

doebereinerae (Eckert et al. 2001); Azospirillum oryzae (Xie & Yokota 2005); 

Azospirillum melinis (Peng et al. 2006); Azospirillum zeae (Mehnaz et al. 2007); 

Azospirillum canadense (Mehnaz et al. 2007); Azospirillum rugosum (Young et al. 

2008); Azospirillum picis (Lin et al. 2009); Azospirillum palatum (Zhou et al. 2009), 

Azospirillum thiophilum (Lavrinenko et al. 2010); Azospirillum formosense (Lin et al. 

2012); Azospirillum humicireducens (Zhou et al. 2013); Azospirillum fermentarium (Lin 

et al. 2013), Azospirillum soli (Lin et al. 2015) ; Azospirillum agricola (Lin et al. 2016). 

Azospirillum pertence à subdivisão alfa das Proteobactérias (Young1992) e 

são Gram negativas. Suas células exibem formato víbrio e/ou espirilo e regularmente 

com um único flagelo polar e vários laterais de extensão menor e alta mobilidade 

(Rosenberg et al. 2014) (Figura 2). Este gênero também apresenta preferência por 

determinadas fontes de carbono, tendo como as mais usadas frutose e glicose, 

piruvato, succinato e malato (Hartmann & Baldani 2006).  

A distribuição geográfica desse microrganismo é vasta, sendo encontrada em 

diferentes partes do mundo, podem associar com várias espécies de plantas como: 

milho, arroz, trigo, cana de açúcar, frutíferas e diversas forrageiras (Tortora et al. 

2012). 

No Brasil, o Azospirillum tem sido empregado como inoculante para a redução 

da adubação nitrogenada em diferentes culturas. De acordo com Hungria et al. (2010), 
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levando em consideração a substituição de 50% do fertilizante nitrogenado para o 

milho, gera uma economia em torno de 52 kg de N ha-1 em 14,1 milhões de ha; já para 

o trigo a economia é de aproximadamente de 35 kg de N ha-1 em 2,4 milhões ha. 

Assim, obter resultados que se assemelham a esses é de grande importância 

econômica e ambiental.  

 

 

     

Figura 2- Azospirillum brasilense em microscopia da Imagem: Krieg and Döbereiner, Bergey's 

Trust, 1995. 
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3. CAPÍTULO II- INOCULAÇÃO COM Azospirillum brasilense AFETA A 

COMPOSIÇÃO E ESTRUTURA DA COMUNIDADE BACTERIANA DA RIZOSFÉRA 

DE GENÓTIPOS DE MILHO, AVALIADA VIA SEQUENCIAMENTO DE NOVA 

GERAÇÃO.  

 

 

3.1. RESUMO 

 

 

A crescente demanda mundial por alimentos implica na necessidade de 

aumento da produção agrícola, que requer práticas mais eficientes do uso de solo ao 

mesmo tempo que se exige menores impactos sobre os diferentes agroecossistemas. 

Neste trabalho, objetivou-se avaliar por meio de técnicas metagenômicas a 

biodiversidade bacteriana do solo da rizosfera de plantas de milho inoculados com 

Azospirillum brasilense. Para a análise foram utilizadas amostras obtidas de solo 

rizosférico de genótipos de milho cultivado em solo Latossolo Vermelho Distrófico, 

fase cerrado, pobre em nitrogênio (<20 ppm de N mineral), em área experimental da 

Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG. Utilizou-se uma adubação de base de 

300 kgha-1 da formulação 8-28-16 de NPK sem adubação nitrogenada de cobertura. 

Foram testados quatro híbridos de milho (BRS1055, DKB310, BRS1040 e DKB390), 

na presença e ausência de inoculação com Azospirillum brasilense, em delineamento 

de blocos casualizados com quatro repetições. O DNA total das amostras de solo 

rizosférico foi extraído e amplificado na região do gene ribossomal 16S rRNA. Os 

amplicons foram sequenciados no sequenciador “MiSeq” da Illumina e os reads 

analisado na plataforma QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology), para 

classificação taxonômica. Em seguida, efetuou-se a análise de variância ao nível de 

filo e gênero. Observou-se através da classificação das Operational Taxonomic Unit 

(OTUs), predomínio do filo Proteobactéria (32%) e maior frequência dos gêneros 

Sphingomonas, Gemmatimonas, Solirubrobacter. Concluiu-se que a modulação da 

estrutura e composição da comunidade bacteriana do solo rizosférico em plantas foi 

dependente do genótipo e da prática de inoculação com Azospirillum brasilense 

utilizada.  
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Palavras chaves: Bioinformática; metagenoma; biodiversidade; Fixação Biológica de 

Nitrogênio. 

 

 

3.2. INTRODUÇÃO  

 

 

A cultura do milho destaca-se entre os diferentes cereais cultivados 

mundialmente, em particular no Brasil. Elevadas produtividades são necessárias para 

atender à crescente demanda, consequentemente há aplicação de altas doses de 

fertilizantes químicos, principalmente o nitrogênio (Dartora et al. 2013; Subedi & Ma 

2009). Entretanto, o uso intensivo de fertilizantes nitrogenados apresenta limitações 

em relação a custos de produção e problemas ambientais, como efeito estufa, 

eutrofização de recursos hídricos e chuva ácida (Gastal & Lemaire 2002). Portanto o 

desenvolvimento e adoção de tecnologias nos sistemas agrícolas que mitiguem o uso 

de insumos industriais e que assegurem bons rendimentos de colheita através de 

práticas de uma agricultura sustentável, reduzindo seus efeitos negativos sobre meio 

ambiente (Zebarth et al. 2009). 

Em escala global, a tecnologia de uso de inoculantes à base de bactérias 

diazotróficas tem sido usada de modo crescente como alternativa ecológica, inclusive 

no Brasil. Nas últimas décadas, eles vêm sendo usados para a melhoria do uso de 

nutrientes e redução do uso de produtos químicos. Os biofertilizantes formulados com 

estirpes de bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) (Bhardwaj et al. 

2014) foram desenvolvidos devido ao avanço de estudos bioquímicos, interações 

genômicas, pós genômicas e ecológicas de estirpes microbianas benéficas (Umesha 

et al. 2018).  

O gênero Azospirillum , um representante das BPCP, está entre os mais bem 

estudados como inoculantes do mundo, em diferentes culturas agrícolas (Cassán et 

al. 2015; Hartmann & Bashan 2009; Smith et al. 2015). Os biofertilizantes, quando 

aplicados, precisam se inter-relacionar com o microbioma da rizosfera e interior dos 

tecidos vegetais para estabelecimento e promoção de benefícios às plantas 

hospedeiras (Lakshmanan et al. 2014).  

A rizosfera das plantas é classificada como um dos ecossistemas mais 

enigmáticos da biosfera e representa uma estreita área circundante que é afetada 
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pelas raízes vegetais, sendo um local favorável para a multiplicação de organismos 

diversos (Hinsinger & Marschner 2006; Raaijmakers & Lugtenberg 2013). A 

composição da microbiota rizosférica é mediada pelos exsudatos radiculares que 

variam em função da espécie e genótipo da planta (Berendsen et al. 2012). Dessa 

maneira, as plantas exercem uma pressão seletiva sobre a estrutura e função das 

comunidades microbianas do solo (Haichar et al. 2008; Lacal et al. 2011).  

Em milho, a colonização microbiana da endo e ectorizosfera pode ser afetada 

pela inoculação de BPCP (Kuan et al. 2016) e de modo similar, o estabelecimento da 

bactéria inoculada pode ser afetado pela microbiota nativa do solo (Castro-Sowinski 

et al. 2007).  

Estudos envolvendo comunidades microbianas e suas respostas a 

inoculação têm sido possíveis através de análises moleculares baseadas no gene 

16S rRNA (Grosch et al. 2012). Nos últimos anos surgiram novas técnicas como a 

metagenômica, que possibilita a obtenção de uma ampla faixa de diversidade 

independente de cultivo microbiano (Coughlan et al. 2015; Peiffer et al. 2013).  

Devido a relevância da diversidade bacteriana para a função de 

agroecossistemas, tornam-se relevantes as pesquisas com ênfase no avanço do 

conhecimento neste ambiente. A diversidade bacteriana faz parte dos mecanismos 

de funcionamento dos ecossistemas o que é de fundamental importância para 

sistemas de produção agrícola (Dutta et al. 2013; Wood et al. 2015). 

Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da inoculação 

com Azospirillum brasilense sobre a diversidade bacteriana da rizosfera de diferentes 

híbridos de milho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



24 

 

 

3
4
 

3.3. MATERIAL E MÉTODOS  

 

 

3.3.1. Instalação do experimento de Campo  

 

 

O experimento foi conduzido em solo Latossolo Vermelho Distrófico, em área 

experimental da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 19°28'S de latitude sul e 

longitude 44°15'08'' W. Foram avaliados quatro híbridos de milho: BRS1055, DKB310, 

BRS1040 e DKB390 (pertencentes ao Programa de Melhoramento da Embrapa Milho 

e Sorgo) combinados com e sem inoculante contendo um mix de três estirpes: E7, 

E11 e E26) de Azospirillum brasilense (pertencentes a Coleção de Microrganismos 

Multifuncionais da Embrapa Milho e Sorgo), totalizando oito tratamentos. O 

delineamento utilizado foi o de blocos casualizados, com quatro repetições. As 

parcelas foram constituídas por duas linhas de 5m de comprimento, espaçadas de 

0,70m entre linhas e 0,20m entre plantas. Foram plantadas 22 sementes por linhas. 

A adubação de base foi de 300kg.ha-1 da formulação 8-28-16 de NPK sem adubação 

nitrogenada de cobertura.  

 

 

3.3.2. Preparo do inoculante  

  

 

 O inoculante foi preparado através da metodologia descrita por Oliveira et al. 

(2013), com adaptações. Três estirpes de bactérias de Azospirillum brasilense (E7, 

E11 e E26) pertencentes à Coleção de Microrganismos Multifuncionais da Embrapa 

Milho e Sorgo, foram cultivadas separadamente em caldo de soja tripcaseína, durante 

72h, à temperatura de 29ºC sob agitação de 350 rpm constante. Após esse período, 

os inóculos foram centrifugados por 10 minutos a 6000 G e retirado o sobrenadante. 

As células bacterianas foram ressuspendidas em solução salina [0,85% (m/v) NaCl] 

e ajustadas para aproximadamente 108 UFC mL-1. Posteriormente as suspensões 

foram incorporadas a carvão vegetal moído (60% p/v) como veículo e adicionadas às 



25 

 

 

3
4
 

sementes umedecidas com goma de fécula de mandioca (5%, p/v) como agente 

adesivo. Depois de concluída a inoculação, foi realizado o plantio. 

 

 

3.3.3. Coleta e preparo de amostras de solo rizosférico  

 

 

Aos 35 dias após a emergência das sementes, o sistema radicular inteiro de 

quatro plantas por parcela foi coletado no campo. Em seguida, as raízes foram 

destacadas e o solo firmemente aderido às raízes foi removido e peneirado em 

peneira de 2mm, e imediatamente colocadas em tubos sob nitrogênio líquido, levadas 

ao laboratório e posteriormente armazenadas em freezer -80ºC até a extração do 

DNA total.  

 

 

3.3.4. Extração de DNA e quantificação  

 

 

A extração de DNA total do solo foi realizada com o kit comercial “Fast Kit 

DNA for soil da MP Biomedicals” de acordo com o protocolo recomendado pelo 

fabricante. O DNA extraído, foi quantificado por espectrofotometria a 260 nm, em 

espectrofotômetro NanoDrop® 2000 (ThermoScientific). Em seguida, a integridade do 

DNA extraído foi avaliada com base nas amostras corridas em gel de agarose à 1%, 

coradas com uma solução de brometo de etídeo 1% e visualizadas com luz 

ultravioleta em transiluminador de luz ultravioleta.  

 

 

3.3.5. Amplificação da região 16S rDNA e construção da biblioteca 

 

 

A amplificação de fragmentos de 250 bases da região hipervariável V4 do 

gene ribossomal 16S rRNA foi efetuada utilizando-se os primers universais 515F (5'-

GTGCCAGCMGCCGCGGTAA) e 806R (5'-GGACTACHVHHHTWTCTAAT). Foram 
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utilizadas as seguintes condições de PCR: 94oC 3 min, 18x (94oC 45 s, 50oC 30 s, 

68oC 1 min), 72oC 10 min. 

A partir destes amplificados foi construída a biblioteca metagenômica 

utilizando-se o kit comercial “Nextera DNA Library Preparation Kit” da Illumina®. Os 

amplificados foram reunidos em pools e posteriormente sequenciados no 

sequenciador “MiSeq” da Illumina® (Degnan & Ochman 2012). 

 

 

3.3.6. Avaliação da diversidade taxonômica bacteriana 

 

 

As leituras ou “reads” obtidos no sequenciador foram analisadas na 

plataforma QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology (Caporaso et al. 2010) 

seguindo-se um fluxo de trabalho desde a remoção de sequências de baixa 

qualidade, filtração, remoção de quimeras e classificação taxonômica. As sequências 

foram classificadas em gêneros bacterianos através do reconhecimento de OTUs do 

inglês Operational taxonomic unit, neste caso, a homologia entre as sequências 

quando comparadas contra uma base de dados. Para comparar as sequências, 

utilizou-se o banco de dados de sequências ribossomais SILVA database.(Yilmaz et 

al. 2014). 

Para gerar a classificação das comunidades bacterianas por identificação de 

OTUs, foram utilizadas 10.963 leituras por amostra, com a finalidade de normalizar 

os dados e melhorar a precisão da classificação taxonômica.  

 

 

3.3.6.1. Gêneros fixadores de nitrogênio 

 

 

A partir da classificação dos gêneros identificados pelas OTUs, foram 

verificados nesses resultados os que são fixadores de nitrogênio. Para isso as 

bactérias diazotróficas foram pesquisadas em dois bancos de dados: National Center 

for Biotechnology Information (NCBI) e o Uniprot (NCBI, 2019; UniProt, 2019). As 

buscas foram realizadas na base de dados de proteínas, feitas através da palavra 
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chave “nitrogenase” e levado em consideração o gene nif e a proteína. O que resultou 

em uma lista de gêneros descritos depositadas nesses bancos de dados, através 

desta lista foi verificado quais gêneros deste trabalho são considerados fixadores de 

nitrogênio.  

 

 

3.3.7. Analises estatísticas  

 

 

Os resultados da abundância de OTUs de filos bacterianos obtidos no QIIME 

com valores superior a 3% foram verificados a partir da análise de variância e teste 

de Scott Knott (p < 0,05) para comparação geral entre todos os tratamentos utilizando 

o aplicativo computacional Sisvar (Ferreira 2011).  

Os resultados também foram comparados entre cada tratamento inoculado e 

não inoculado separadamente sem delimitação de valores de abundância. Para isso, 

foram utilizados os resultados de sequenciamento de quatro repetições por 

tratamento. Assim, a tabela de filo e gêneros bacterianos obtida no QIIME foi 

convertida ao formato spf e transferida ao programa estatístico de metagenômica 

STAMP: statistical analysis of metagenomic profiles (Parks 2014). Para determinar se 

as médias dos filos e gêneros bacterianos apresentavam a mesma abundância entre 

tratamentos, procedeu-se a comparação pelo teste t de Welch, com nível de confiança 

de 95%. E a riqueza de espécie foi calculada através do índice de Chao1.  

 

  

3.4. RESULTADOS 

 

 

Para os resultados de OTU, foram identificados 45 filos bacterianos no total, 

sendo o filo Proteobacteria o de maior abundância em todas as amostras, com média 

de 32%, seguido de Actinobacteria (22,5%). Além destes os filos que apresentaram 

OTUs, superiores a 5% foram: Acidobacteria (9,6%), Bacteroidetes (7,9%), 

Gemmatimonadetes (7,2%), Chloroflexi (5,3%) e Verrucomicrobia (5,2%) (Figura 3). 

Observou-se que os principais grupos de filo tenderam a manter sua abundância 



28 

 

 

3
4
 

(Figura 3), independente do cultivar de milho e da inoculação ou não com Azospirillum 

brasilense.  

Por meio da análise de variância dos filos, considerando a abundância 

superior a 3%, foram encontradas diferenças significativas entre todos os 

tratamentos. O filo Actinobacteria foi o que diferiu dos demais, com abundância entre 

18 e 27%, de forma que os maiores valores foram encontrados na presença do 

inoculante nos híbridos BRS1055, BRS1040 e DKB390 com 24, 23 e 27,6% 

respectivamente (Figura 4).  

 

 

 

Figura 3- Distribuição de doze filos encontrados em solo rizosférico de plantas de milho 

inoculadas ou não com Azospirillum brasilense 

 
 Em relação à abundância de filos em função da inoculação com Azospirillum 

aplicada nas sementes, observaram-se variações na composição da comunidade 

bacteriana foram dependentes do genótipo da planta, quando comparada as médias 

de cada genótipo de milho inoculado e não inoculado. Quando se compara os 

tratamentos BRS1055 e BRS1055+Ino, foi detectada maior abundância do filo 

Candidatus Berkelbacteria no tratamento BRS1055+Ino (Figura 5). Por outro lado, 

observou-se aumento significativos dos filos Tectomicrobia, Latescibacteria, 

Acidobacteria, Bacteroidetes, Nitrospirae e Armatimonadetes nos genótipos DKB310 

e dos filos Armatimonadetes e Saccharibacteria no genótipo DKB 390, ambos na 

ausência de inoculação (Figura 6 e 7) 
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Figura 4- Abundância relativa do filo Actinobacteria em diferentes genótipos de milho 

inoculados e não inoculados. Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente 

entre si a 5% pelo teste de Scott Knott (P < 0.05). 

 

 

 Ao nível de gênero foram identificados 1420 gêneros bacterianos, sendo os 

mais abundantes: Sphingomonas 2,6%; Gemmatimonas 2,3%; Gemmatimonas 2,2% 

e Streptomyces 1,5% (Figura 8). Entre os tratamentos BRS1040 e BRS1040+Ino, 

observou-se maior abundância do gênero Kribbella na presença da inoculação e 

menor dos gêneros Nibrella, Brevundimonas, Crossiella e Aureimonas (Figura 9). 

 Ao nível de gênero foram identificados 1420 gêneros bacterianos, sendo os 

mais abundantes: Sphingomonas 2,6%; Gemmatimonas 2,3%; Gemmatimonas 2,2% 

e Streptomyces 1,5% (Figura 8). Entre os tratamentos BRS1040 e BRS1040+Ino, 

observou-se maior abundância do gênero Kribbella na presença da inoculação e 

menor dos gêneros Nibrella, Brevundimonas, Crossiella e Aureimonas (Figura 9). 

 Em relação ao genótipo BRS1055 foi observado, maior abundância dos 

gêneros Tahibacter, Hamadaea e Coxiella na presença da inoculação (Figura 10). 
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Figura 5- Filo Candidatus Berkelbacteria significativamente diferente na sua abundância entre 

os tratamentos BRS1055 e BRS1055+Ino pelo teste t de Welch (p < 0.05). Média e desvio 

padrão da abundância dos filos são apresentados. 

 

Figura 6- Filos significativamente diferentes na sua abundância entre os tratamentos DKB310 

e DKB310+Ino pelo teste t de Welch (P < 0.05). Média e desvio padrão da abundância dos 

filos são apresentados. 
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Figura 7- Filos significativamente diferentes na sua abundância entre os tratamentos DKB390 

e DKB390+Ino pelo teste t de Welch (P < 0.05). Média e desvio padrão da abundância dos 

filos 

 

 

 

 

Figura 8- Distribuição de quinze gêneros encontrados em solo rizosférico de plantas de milho 

inoculadas ou não com Azospirillum brasilense. 
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Figura 9- Gêneros significativamente diferentes na sua abundância entre os tratamentos 

BRS1040 e BRS1040+Ino pelo teste t de Welch (P < 0.05). Média e desvio padrão da 

abundância dos filos são apresentados. 

 

 

Figura 10- Gêneros significativamente diferentes na sua abundância entre os 

tratamentos BRS1055 e BRS1055+Ino pelo teste t de Welch (P < 0.05). Média e 

desvio padrão da abundância dos filos são apresentados. 

 

Nos tratamentos DKB310 e DKB310+Ino, apresentaram aumento significativo 

dos gêneros Gemmatimonas, Gemmatirosa, Blastococcus e Gemmatimonas com a 

inoculação e diminuição significativa dos gêneros Bradyrhizobium e Mesorhizobium 

no tratamento sem inoculação (Figura 11). Observou-se que nesses tratamentos, 

independentemente de haver inoculação, há uma maior variação significativa na 

composição de gêneros.  

Nos tratamentos DKB390 e DKB390+Ino, observou-se aumento significativo 

dos gêneros Brevundimonas e Actinomadura no tratamento com inoculação e 
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diminuição significativa dos gêneros Lactobacillus, Acinetobacter e Bacteriovorax no 

tratamento sem inoculação (Figura 12).  

Adicionalmente, referente à riqueza ou biodiversidade das comunidades 

bacterianas, não foi observado diferença significativa entre os diferentes tratamentos. 

A riqueza (índice de Chao) pode ser verificada na curva de rarefação (Figura 13).  

Os gêneros fixadores identificados foram em um total de 126, o que equivale 

a 8% do total encontrado nesse trabalho. O gênero Sphingomonas foi o de maior 

abundância em todas as amostras, totalizando uma média de 2,6%, seguido de 

Streptomyces (1,5%), além dos gêneros que apresentaram OTUs, superiores a 0,4% 

como Massilia (1,3%), Azohydromonas (0,6%), Noviherbaspirillum (0,6%), 

Anaeromyxobacter (0,5%), Roseiflexus, Devosia, Microvirga e Rhizobium com (0,4%) 

(Figura 14). Por meio da análise de variância dos gêneros diazotróficos com 

abundância superior a 0,4%, não foram encontradas diferenças significativas entre 

todos os tratamentos (Tabela 1).   
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Figura 11- Gêneros significativamente diferentes na sua abundância entre os tratamentos 

DKB310 e DKB310+Ino pelo teste t de Welch (P < 0.05). Média e desvio padrão da 

abundância dos gêneros são apresentados 

 

 

Figura 12- Gêneros significativamente diferentes na sua abundância entre os tratamentos 

DKB390 e DKB390+Ino pelo teste t de Welch (P < 0.05). Média e desvio padrão da 

abundância dos gêneros são apresentados. 
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Figura 13- Curva de Rarefação baseada em OTUs observadas para riqueza e biodiversidade. 

 

 

Figura 14- Distribuição de quinze gêneros fixadores de nitrogênio encontrados em solo 

rizosférico de plantas de milho inoculadas ou não com Azospirillum brasilense. 
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Tabela 1- Resumo das análises de variância os gêneros: Sphingomonas, Streptomyces, Massilia, Azohydromonas, Noviherbaspirillum, 

Noviherbaspirillum, Anaeromyxobacter, Roseiflexus, Devosia, Microvirga e Rhizobium. 

 

ns, não significativo a 5% de probabilidade de acordo com a análise de variância.  
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3.5. DISCUSSÃO  

 

 

A inoculação constitui-se na aplicação de suprimento de elevadas densidades 

de microrganismos viáveis e eficazes para uma povoação ligeira da rizosfera e 

estabelecimento nos tecidos da planta hospedeira, com impactos ou não sobre as 

comunidades bacterianas nativas no solo (Trabelsi & Mhamdi 2013). Nesse estudo, 

o inoculante usado foi a base da espécie Azospirillum brasilense. O gênero é 

abundantemente estudado e usado de maneira comercial como BPCP. Estudos ao 

longo dos anos vem evidenciando sua aptidão para fixação de nitrogênio atmosférico, 

com a sucessiva promoção de crescimento dos vegetais pela produção de fito-

hormônios (Fukami et al. 2018).  

Sabe-se que o inoculante à base de Azospirillum pode ocasionar mudanças 

fisiológicas e morfológicas no sistema radicular, durante o crescimento das plantas 

(Herschkovitz et al. 2005b), o que pode levar indiretamente, ou diretamente, a 

mudança na estrutura e diversidade das associações bacterianas ligadas a raiz 

(Herschkovitz et al. 2005a). 

Diante da importância dos microrganismos e seu papel ambiental, o trabalho 

teve como objetivo analisar a microbiota independente de cultivo da rizosfera de milho 

inoculado ou não com Azospirillum . Utilizou-se a tecnologia do sistema ilumina para 

sequenciamento da região 16S rDNA e as ferramentas da bioinformática para avaliar 

amostras do DNA genômico total que foram extraídos da rizosfera de plantas 

inoculados e não inoculados com Azospirillum brasilense. Como resultado obteve-se 

um grande número de diferentes filos e gêneros. 

Os resultados demonstram a ocorrência de um grande número de filos, sendo 

alguns mais predominantes. Resultados similares foram relatados em estudos de 

abundância microbiana em solo (Deakin et al. 2018; Rachid et al. 2013), com 

diferenças apenas nas proporções, que pode ser influenciado pelo teor de carbono 

orgânico total, teor de fosfato, textura e pH do solo (Docherty et al. 2015; Kuramae et 

al. 2012). Estes mesmos filos, geralmente são encontrados entre comunidades 

bacterianas dominantes da rizosfera (Dror Minz et al. 2013) inclusive em milho 

(Johnston-monje et al. 2016; Li et al. 2014; Yang et al. 2017). Há evidências sugerindo 

que plantas, são beneficiadas pela colonização em sua endosfera e ectorizosfera por 

Proteobacterias, mais que por outros filos de bactérias. Também são encontradas 
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frequentemente nessas regiões filos como Firmicutes, Actinomicetos, enquanto que 

Acidobacteria e Planctomycetes comumente detectados somente na ectorizosfera 

(Bulgarelli et al. 2013; Philippot et al. 2013).  

Entre os genótipos avaliados, apenas o BRS1055 aumentou a abundância de 

filo na presença do inoculante. O BRS1040, não apresentou diferenças na presença 

e ausência do inoculante. Os híbridos DKB310 e DKB390 demonstraram uma inibição 

do filo com a inoculação de Azospirillum que pode estar diretamente ligada ao 

genótipo da planta, uma vez que estes genótipos já evidenciaram ter influência acerca 

da população bacteriana da rizosfera em campo (Peiffer et al. 2013; Peiffer & Ley 

2013).  

O filo Candidatus Berkelbacteria que teve aumento em sua abundância na 

presença de inoculante é recém descrito e faz parte do grupo denominado Candidate 

Phyla Radiation (CPR) (Brown et al. 2015). CPR é uma ampliação recentemente 

representada na árvore da vida que não dispunha de genomas sequenciados até 

2012 (Wrighton et al. 2012). Em um trabalho realizado por Danczak et al. (2017), para 

verificar se membros CPR seriam funcionalmente diferenciados por capacidade de 

ciclagem de N e carbono, foi observado que o Berkelbacteria era o filo individualmente 

melhor representado. 

Os outros filos encontrados nos genótipos apresentaram aumento de 

abundância na ausência do inoculante (Figura 6 e 7). Sendo que os filos 

Tectomicrobia, Latescibacteria, Armatimonadetes e Saccharibacteria, são filos 

candidatus não cultiváveis que ainda estão sendo estudadas quanto as suas funções 

metabólicas na ecologia microbiana. Eles refletem mais de 15% da riqueza bacteriana 

e apresentam “células ultra pequenas”, com dimensões entre de 0,1 e 0,2 μm (Brown 

et al. 2015). Os demais Acidobacteria, Bacteroidetes, Nitrospirae são mais 

conhecidos, com um grande número de espécies catalogadas.  

O filo Armatimonadetes presente com maior abundância em dois genótipos 

nesse trabalho, já foi verificada sua presença em diferentes levantamentos genéticos 

em ambientes variados, com diversas características biogeoquímicas e físicas 

(Dunfield et al. 2012; Portillo & González 2009). Também há relatos de sua presença 

em gramíneas como milho (Correa-galeote et al. 2016; Johnston-monje et al. 2016) e 

trigo (Edwards et al. 2014). Foi constatado aumento na rizosfera de alface inoculado 

com estirpes de Pseudomonas (Cipriano et al. 2016) e em alfafa inoculadas com 

Sinorhizobium meliloti (Ju et al. 2018).  
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O filo Tectomicrobia foi descrito recentemente e é ainda não cultivável. É 

amplamente distribuído em esponjas e são encontradas também principalmente em 

ecossistemas terrestres anaeróbios e apresentam alto potencial para síntese de 

metabólitos secundários (Newman & Cragg 2015; Reveillaud et al. 2014; Wilson et al. 

2014). Em estudo realizado para avaliação da contribuição de comunidades 

bacterianas no ciclo do N e fixação de C em solos este filo apresentou contribuição 

no processo de transcrição do gene idh1 ligado ao ciclo de ácido tricarboxílico redutor 

(Ren et al. 2018). 

O filo Latescibacteria é encontrado em diferentes habitats como marinhos, 

terrestres, sedimentos marinhos, fontes hidrotermais, solos, ambientes impactados 

por hidrocarbonetos, entre outros (Carbonetto et al. 2014; Pereira et al. 2014; Yakimov 

et al. 2013). Este filo tem sido relatado em estudos de comunidades bacterianas em 

rizosfera e solos de milho (Correa-galeote et al. 2016), e também é relatado em solo 

de campos de cultivo de trigo (Xu et al. 2012; Zhou et al. 2018). 

O filo Acidobacteria foi encontrado com uma abundância elevada quando na 

ausência do inóculo. Segundo Bulgarelli et al. (2013), este filo é comum somente em 

rizosfera. Ao analisar a diversidade bacteriana endofítica de milho em relação ao 

diferentes cultivos do solo, Correa-galeote et al. (2018), relataram a ocorrência deste 

filo na rizosfera de milho. Estudos indicam que este filo ainda apresenta um baixo 

número de genomas sequenciados pela dificuldade de cultivo, e assim seu papel 

ecológico ainda não é bem conhecido (Kielak et al. 2016). 

Entretanto, já foi constatado que as estirpes da subdivisão 1 deste filo indicam 

que elas podem atuar como promotoras do crescimento de plantas (Kielak et al. 

2016). Sua abundância pode estar relacionada a um aumento de carbono e baixo pH 

do solo (Trivedi et al. 2016) e ainda estar altamente envolvido nos ciclos 

biogeoquímicos do solo rizosférico (Lee et al. 2008).  

O filo Bacteroidetes não teve seu número de abundância elevados pela 

presença do inoculante. Semelhante ao encontrado nesse trabalho, a inoculação com 

Azospirillum em plantas de milho não influenciou o aumento de abundância deste filo 

(Herschkovitz et al. 2005a). Este filo normalmente ocupa o ambiente endofítico de 

plantas, se mostrando como um dos mais abundantes na filosfera e rizosfera (Peiffer 

et al. 2013; Shakya et al. 2013). Estudos relatam sua abundância na comunidade 

bacteriana da rizosfera de milho (Li et al. 2014; Yang et al. 2017) e em culturas como 

trigo (Mahoney et al. 2017). Os Bacteroidetes também têm sido evidenciados como 
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importante colaborador para a disponibilização de nutrientes do solo (Yousuf et al. 

2012). 

Para o filo Nitrospirae, também não apresentou aumento de sua abundância 

na presença de Azospirillum , existem relatos de sua presença em estudos de 

diversidade em culturas de milho (Correa-galeote et al. 2016; Yang et al. 2017), arroz 

(Gu et al. 2017) cana-de-açúcar (Durrer et al. 2017). Este grupo é diverso é composto 

de bactérias gram-negativas com pouco gêneros cultiváveis (Lefèvre et al. 2011). O 

filo Nitrospirae já foi descrito como um grupo oligotrófico, que vive em ambientes 

carentes de nutrientes com índices de crescimento lento (Ling et al. 2017; Nie et al. 

2018). O conjunto filogenético que compões nitrospirae são aptos ao processo de 

nitrificação (Coolon et al. 2013; Lücker et al. 2010; Sorokin et al. 2012) e apresentados 

como os mais numerosos em solos alterados com fertilizante de N inorgânico (Coolon 

et al. 2013). Assim ele é um importante associado na contribuição global de ciclagem 

de N (Cobo-díaz et al. 2015; Durrer et al. 2017). 

O filo Saccharibacteria apresentou valores de abundância elevados na 

ausência de inoculantes. Este filo antes era conhecido como Candidate Division TM7 

(Kindaichi et al. 2016). Não é relatado sua presença em plantas de milho inoculadas. 

No entanto, já foi descrito na rizosfera de milho (Correa-galeote et al. 2016), trigo 

(Mahoney et al. 2017) e cana de açúcar (Dong et al. 2018). Em estudo realizado com 

a inoculação de Bacillus pumilus em Mesquite, a presença do filo foi verificada em 

solo não rizosférico e em solo ausente de plantas (Galaviz et al. 2018). Este filo 

também já foi relacionado como potencial supressor de doenças de plantas (Shen et 

al. 2018). 

A maioria dos filos encontrados no presente trabalho, são predominantes em 

análises independente de cultivo da rizosfera de plantas como é o caso de 

Acidobacteria, Bacteroidetes e Saccharibacteria (Buée et al. 2009). 

Em relação a gêneros, sabe-se que membros de quatro filos bacterianos 

Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria e Firmicutes, formam grande parte da 

diversidade bacteriana da microbiota da raiz (Bodenhausen et al. 2013; Bulgarelli et 

al. 2015; Lundberg et al. 2012). Nesse trabalho os gêneros que apresentaram 

mudança em sua abundância, estão distribuídos nesses quatros filos e também no 

Gemmatimonadetes, totalizando cinco filos. São eles: Proteobacteria 

(Brevundimonas, Tahibacter, Coxiella, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, 

Acinetobacter, Bacteriovorax), seguido de Actinobacteria (Kribbella, Crossiella, 
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Hamadaea, Gemmatimonas, Blastococcus, Actinomadura), Gemmatimonadetes 

(Gemmatimonas, Gemmatirosa), Firmicutes (Lactobacillus) e Bacteroidetes (Nibrella). 

Alguns gêneros presentes nesse trabalho apresentaram modificações em sua 

abundância, influenciados ou não pela presença do inoculante. Em cada tratamento 

foi possível observar gêneros diferentes, o que indica que a planta pode ser o principal 

fator seletor daquela população. A intervenção do vegetal sobre a diversidade da 

comunidade microbiana acontece majoritariamente pela entrada de compostos 

orgânicos no solo (Vezzani et al. 2018) com a exsudação de oxigênio livre, água, 

enzimas, mucilagem (Bertin et al. 2003) e de fontes de carbono pelas plantas 

(Richardson et al. 2009).  

Verificou-se nesse estudo que alguns gêneros são mais abundantes na 

presença do inoculante, enquanto outros somente em sua ausência. O que pode estar 

relacionado com as relações ecológicas que acontecem no ambiente, alguns 

participando ativamente da ecologia do micro bioma, desempenhando funções nos 

ciclos biogeoquímicos, como no ciclo de fósforo: Brevundimonas (Rana et al. 2011); 

Acinetobacter (Gulati et al. 2009); Actinomadura (Franco-Correa & Chavarro-Anzola 

2016), e ciclo do nitrogênio: Gemmatimonas (Ding et al. 2014; Park et al. 2017); 

Bradyrhizobium, Mesorhizobium (Ferguson et al. 2013); Acinetobacter (Indiragandhi 

et al. 2008). 

Além de infinitas interações que ocorrem na rizosfera e endosfera, a maneira 

de ação do Azospirillum interfere no metabolismo de células vegetais resultando na 

alteração do metabolismo da planta inoculada e proliferação das raízes (Bashan & 

De-Bashan 2010). A diversidade de elementos externos como estágio de 

desenvolvimento do vegetal e o grupo autóctone da rizosfera também interferem 

(Baudoin et al. 2002; Gadhave et al. 2018). Além disso a aptidão para nutrientes e 

tipo de solo podem estar relacionados à abundância de diferentes grupos e assim na 

composição e dinâmica da comunidade bacteriana da rizosfera (Berg & Smalla 2009; 

Gadhave et al. 2018).  

Neste trabalho foi possível identificar alguns gêneros fixadores de N, mesmo 

com o sequenciamento realizado a partir da região 16s rRNA. Resultados 

semelhantes já foram encontrados por Yang et al. (2017), ao analisar a rizosfera e 

solo de milho através de pirosequenciamento, foram encontrados os gêneros 

Phenylobacterium, Inquilinus, Bradyrhizobium, Nitrosovibrio Azospirillum e 

Actinomycetospora. Os gêneros fixadores de N encontrados nesse trabalho, estão 
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bem representados e diversos, uma vez que nas buscas realizadas em banco de 

dados foram encontrados pouco mais de 600 gêneros que atenderam os critérios de 

buscas. Essa diversidade encontrada é importante, porque garante a continuidade e 

eficiência dos processos que mediam em um determinado ambiente (Moreira & 

Siqueira 2006).  

Observou-se que a inoculação com Azospirillum brasilense não influenciou a 

riqueza e a biodiversidade das bactérias em nenhum dos tratamentos analisados, 

corroborando com os resultados encontrados por Herschkovitz et al.(2005), onde os 

autores não encontraram diferenças na estrutura da comunidade do solo rizosférico 

de milho em função do uso de inoculante a base de Azospirillum . Essa não variação 

na biodiversidade pode também estar relacionado à época que a coleta foi realizada 

e ao grande número de sequências que ainda não podem ser identificadas.  

Por meio dos avanços do uso de técnicas moleculares, infinitas interações 

edafoclimáticas podem ser observadas e até certo ponto investigadas, muitas das 

quais afetam de forma significativa a duração das bactérias na rizosfera das plantas 

e a resposta à inoculação (Skonieski 2015). Assim, mais estudos são necessários 

para elucidar o efeito do uso de inoculante sobre a diversidade bacteriana da 

rizosfera, uma vez que são poucos os estudos que abordam a diversidade através de 

analises metagenômicas em plantas inoculadas. São necessários principalmente 

estudos a nível de gênero, possibilitando entender melhor a inter-relação que ocorre 

no micro bioma da rizosfera.  

 

 

3.6. CONCLUSÃO 

 

A inoculação com Azospirillum brasilense e o genótipo do milho alteram a 

composição e estrutura da comunidade bacteriana da rizosfera a nível de filo e gênero.  

A inoculação com Azospirillum brasilense e o genótipo de milho não 

influenciam a diversidade e riqueza de bactérias da rizosfera.  

A inoculação com Azospirillum brasilense e o genótipo de milho não 

influenciam a diversidade de bactérias diazotróficas da rizosfera.  
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4. CAPÍTULO III- GANHOS DE PRODUTIVIDADE E ACÚMULO DE NUTRIENTES 

EM FUNÇÃO DO GENÓTIPO DE MILHO E INOCULAÇÃO COM Azospirillum 

brasilense.  

 

 

4.1. RESUMO  

 

 

O uso de bactérias diazotróficas como inoculantes está entre as alternativas 

para redução do consumo de insumos nitrogenados na cultura do milho. Objetivou-

se neste trabalho, avaliar os efeitos agronômicos em híbridos de milho inoculados 

com Azospirillum . O estudo foi conduzido em área experimental da Embrapa Milho e 

Sorgo, Sete Lagoas - MG. Foram avaliados sete híbridos de milho (BRS1055; 

BRS1040; BRS1060; BRS1010; BRS3042; DKB390 DKB310) na presença e 

ausência de um inoculante constituído de três diferentes estirpes de Azospirillum 

brasilense, em delineamento de blocos casualizados, com quatro repetições. No 

plantio efetuou-se uma adubação base de 300 kg.ha-1 da formulação 8-28-16. Não se 

efetuou a adubação de cobertura. O inoculante foi preparado a partir de três estirpes 

de Azospirillum brasilense e posteriormente aplicado nas sementes. Avaliou-se as 

características agronômicas como: altura de Planta, altura de Espiga. Índice de 

SPAD, Teor e acúmulo de NPK e produtividade de grãos. Observou-se que alguns 

híbridos de milho apresentam variações para o índice de SPAD, Teores e Acúmulo 

de nutrientes e produtividade de grãos, na ausência do inoculante, na presença do 

inoculante e na combinação da presença e ausência do inoculante. Não 

apresentando influência para altura de Planta e altura de espiga. Assim conclui-se 

que o uso de inoculantes influência nas características com ganhos positivos na 

produtividade de grãos e acúmulo de nutrientes dependendo do genótipo de milho 

utilizado.  

 

 

Palavras chaves: FBN; Zea mays; biotecnologia  
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4.2. INTRODUÇÃO  

 

 

O milho (Zea mays L.) é um cereal de grande importância na agricultura 

brasileira. Devido ao alto valor nutritivo é destinado a alimentação animal e humana. 

Os grãos são compostos de amido, proteína, fibras e óleo (Araújo 2017; Lima et al. 

2018).  

Estima-se que uma área equivalente a 16 milhões de hectares foi plantada 

no ano agrícola 2018/2019 incrementando o aumento de 0,4% em relação à safra 

2017/2018. A estimativa de produtividade de grãos para apenas janeiro/2019 é de 

5.476 kg por hectare (CONAB: Companhia Nacional de Abastecimento 2018) porém 

condições ambientais como clima e fatores nutricionais do solo podem afetar 

significativamente sobre estes valores (Dias et al. 2018). 

O Nitrogênio (N) é o principal nutriente requerido pela planta e está 

relacionado com o metabolismo, desenvolvimento e produtividade do milho, sendo 

um elemento fundamental na estruturação de aminoácidos, enzimas, ácidos 

nucléicos e clorofilas da planta (Taiz & Zeiger 2013). Devido a relação entre 

disponibilidade de N e produtividade de grãos do cultivar, aumentou-se a aplicação 

de fertilizantes nitrogenados nas lavouras com o intuito de obter melhores 

rendimentos na cultura (Morais et al. 2018; Pinto et al. 2017). 

A adubação nitrogenada na cultura do milho geralmente é dividida devido as 

perdas destes nutrientes quando aplicadas em altas doses em única aplicação, sendo 

a primeira é realizada na semeadura e a outra no estádio V4 - V8 da planta e é capaz 

de perfazer um aproveitamento de 50% do fertilizante fornecido durante todo o 

processo.  

A aplicação de fertilizantes, além do impacto gerado ao meio ambiente, 

demanda alto investimento de recursos financeiros, com isso a implementação de 

tecnologias biológicas têm representado uma alternativa importante capaz de reduzir 

custos e aumentar a produtividade sem causar dano ambiental (Valderrama et al. 

2009). Entre as tecnologias está o uso de bactérias que fixam o nitrogênio, cuja 

fórmula química não é assimilável pelas plantas.  

A Fixação Biológica de Nitrogênio (FBN) utiliza bactérias diazotróficas, 

capazes de fixar N atmosférico, para suplementar e diminuir a aplicação de 

fertilizantes nitrogenados. Além disso, a FBN contribui com a redução dos gases de 
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efeito estufa e da poluição ambiental. O processo de fixação ocorre através da via 

enzimática nitrogenase que viabiliza a quebra das ligações da molécula de nitrogênio 

atmosférico (N2) reduzindo-o a amônia (NH3+), que é facilmente assimilável pela 

planta (Nunes et al. 2003)   

Microrganismos rizosféricos do gênero Azospirillum são considerados 

promotores de crescimento vegetal e vivem em associação com diversas plantas, 

inclusive o milho. Devido ao potencial diazotrófico expressado por este grupo, tais 

microrganismos são utilizados para FBN (Schaefer et al. 2018).  

Dentre as espécies do gênero, o Azospirillum brasilense é o mais estudado. 

Autores relatam a capacidade do organismo em aumentar a superfície radicular, 

acumular nutrientes como Nitrogênio e Fósforo, induzir a produção de fitormônios, 

que auxiliam no crescimento vegetal, tolerância a estresse hídrico e aumentam a 

produtividade de grãos (Santini 2018; Santos 2018). Diante do exposto, esse trabalho 

se justifica por avaliar o desempenho agronômico de diferentes híbridos submetidos 

a inoculação com novas estirpes de Azospirillum brasilense. Por isso, o objetivo desse 

trabalho foi avaliar o acúmulo de nutrientes em milho inoculados com Azospirillum 

brasilense e a produtividade de grãos.  

 

 

4.3. MATERIAL E MÉTODOS  

 

 

4.3.1.Instalação experimental 

 

 

O experimento foi conduzido em solo Latossolo Vermelho Distrófico, em área 

experimental da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, 19°28'S de latitude sul e 

longitude 44°15'08'' W GrW. No ano agrícola de 2016, durante a segunda safra 

(safrinha). Foram avaliados sete híbridos de milho combinados com inoculante a base 

de Azospirillum brasilense, totalizando 14 tratamentos: BRS1055; BRS1055 +Inoc; 

BRS1040; BRS1040+Inoc; BRS1060; BRS1060+Inoc; BRS1010, BRS1010+Inoc 

BRS3042; BRS3042+Inoc; DKB390; DKB390+Inoc; DKB310; DKB310+Inoc. O 

delineamento utilizado foi o de blocos casualizados, com quatro repetições. As 
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parcelas foram constituídas de duas linhas de 5m de comprimento, espaçadas de 

0,70m entre linhas e 0,20m entre plantas. Foram plantadas 22 sementes por linhas. 

A adubação de base foi de 300kg.ha-1 de NPK da formulação 8-28-16, sem adubação 

de cobertura. 

 

 

4.3.2. Preparo do inoculante  

 

 

O inoculante foi preparado através da metodologia descrita por Oliveira et al. 

(2013), adaptada. Três estirpes de bactérias de Azospirillum brasilense (E7, E11 e 

E26) pertencentes à Coleção de Microrganismos Multifuncionais da Embrapa Milho e 

Sorgo, foram cultivadas separadamente em caldo de soja tripcaseína, durante 72h, à 

temperatura de 29ºC sob agitação de 350 rpm constante. Após esse período, os 

inóculos foram centrifugados por 10 minutos a 6000 G e retirado o sobrenadante. As 

células bacterianas foram ressuspendidas em solução salina [0,85% (m/v) NaCl] e 

ajustadas para aproximadamente 108 UFC mL-1. Posteriormente as suspensões 

foram incorporadas a carvão vegetal moído (60% p/v) como veículo e adicionadas às 

sementes umedecida com goma de fécula de mandioca (5%, p/v) como agente 

adesivo. Depois de concluída a inoculação, foi realizado o plantio. 

 

 

4.3.3. Características agronômicas avaliadas  

  

 

  Foram avaliadas algumas características agronômicas: altura de Planta (AP), 

altura de Espiga (AE), Índice de SPAD (SPAD), Massa seca (MASP), Teores e 

acúmulo de Nitrogênio (N), Fósforo (P) e Potássio (K) na parte aera e ao 

Produtividade de Grãos (PG).  
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4.3.3.1. Altura de Planta  

 

 

  A altura da planta foi medida do solo até a inserção da folha bandeira.  

 

 

4.3.3.2. Altura de espiga  

 

 

  A altura da espiga foi medida do solo até a inserção da primeira espiga.  

 

 

4.3.3.3. Índice de SPAD  

 

  

  O índice de SPAD, que mede a coloração verde e foi medido utilizando o 

medidor portátil de clorofila SPAD-502 (Minolta Camera Co. Ltda.). As medições 

foram realizadas durante o estágio de florescimento.  

  O clorofilômetro apresenta diodos que emitem radiação em comprimentos de 

onda de 650 e 940 nm, sendo luz vermelha e radiação infravermelha, 

respectivamente. A luz passa através da folha, é recebida por um fotodiodo de 

silicone e é transformada, a princípio, em sinais elétricos e, depois, em sinais digitais. 

Estes passam por um processador que calcula os valores medidos e estes estão 

relacionados a intensidade da cor verde. 

 

 

4.3.3.4. Massa seca  

 

 

Para determinação da massa seca dos tecidos vegetais as quatro plantas 

coletadas submetidas à secagem em estufa com circulação forçada de ar, sob 

temperatura de 65ºC até atingir massa constante, conforme trabalho realizado por 

(Oliveira et al. 2013). Posteriormente, as amostras foram pesadas e a variável 

expressa em Kg.ha-1. 
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4.3.3.5. Teores e acúmulo de Nitrogênio (N) na parte aérea  

 

 

Para se verificar o teor de N na parte área, as amostras dos tecidos vegetais 

após a determinação da massa seca foram moídas para retirada de uma subamostra 

de 300g para análise. Elas foram analisadas de acordo com a metodologia de Dumas 

(1.831), que consiste na oxidação total da amostra na presença de oxigênio em 

elevadas temperaturas, seguida de redução dos óxidos de nitrogênio e detecção do 

nitrogênio molecular produzido. Para isso utilizou-se de um analisador de Nitrogênio, 

marca LECO, modelo FP-528, provido de carrossel amostrador com 35 posições. 

Para o acúmulo de Nitrogênio foi realizado o cálculo a partir do teor de N multiplicado 

pela massa seca e expressa em Kg.ha-1. 

 

 

4.3.3.6. Teores de Fósforo (P) e Potássio (K) na parte aérea. 

 

 

Os teores de P e K foram obtidos por espectrometria de emissão plasma e o 

acúmulo dessas duas variáveis calculadas a partir do teor multiplicado pela massa 

seca e expressa em Kg.ha-1. 

 

 

4.3.3.7. Produtividade de grãos e produtividade relativa de grãos 

 

  Para avaliar a produtividade de grãos, as espigas foram colhidas. Retirou-se 

toda a palha das espigas, e procedeu-se a debulha dos grãos de cada parcela. 

Posteriormente foi determinado o peso de grãos, o qual foi corrigido para umidade 

13% e expresso em kg.ha-1. 

  A produtividade relativa de grãos é calculada através de porcentagem, 

considerando o tratamento não inoculado como zero e a produção do inoculado em 

relação a ele.  
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4.3.4. Análises estatísticas  

 

 

Foi realizada a análise de variância e comparações de médias pelo teste 

Scott-Knott a 5% de probabilidade para as características avaliadas. As análises 

estatísticas foram realizadas utilizando o aplicativo computacional Sisvar (Ferreira 

2011).  

 

 

4.4. RESULTADOS 

  

 

Os resultados da análise de variância para as variáveis AP, AE, e índice de 

SPAD podem ser vistos na Tabela 2. Conforme resumo da análise de variância, 

apenas a característica de SPAD apresentou diferença para a fonte de variação 

híbridos com inoculante e para o Híbrido BRS3042 com ausência e presença do 

inoculante (p<0,05). A média do índice de SPAD foi de 27,42 e apresentou maiores 

valores para os híbridos inoculados BRS1055, BRS1040, BRS1060, BRS1010 e 

BRS3042, com médias de 29,10, 27,22, 32,07, 30,58 e 34,50 (unidade SPAD) 

respectivamente, diferindo dos híbridos DKB390 e DKB310 com médias de 25,82 e 

21,41 (unidade SPAD) (Figura 15). O resultado da comparação para cada híbrido na 

presença e ausência do inoculante está disposto na (Figura 16), o BRS3042 

apresentou maior índice de SPAD na presença do inoculante com 34,5 (unidade 

SPAD) (Figura 16-E).  
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Tabela 2- Resumo das análises de variância para as características, altura de planta 

(AP), altura de espiga (AE) e Índice de SPAD (SPAD) avaliados em híbridos de milho 

inoculados e não inoculados com Azospirillum brasilense.  

      Quadrado Médio 

FV GL AP (cm) AE (cm) SPAD (unid SPAD)  

BLOCO 3 567,85 42,11 57,62 

TRATATENTOS  13 176,78ns 150,58ns 55,33ns 

HIBRIDO SEM INOC  6 162,20ns 123,80ns 30,41ns 

HIBRIDO COM INOC 6 218,15ns 130,95ns 74,88** 

BRS1055 X BRS1055+INOC 1 28,12ns 3,12ns 17,88ns 

BRS1040 X BRS1040+INOC 1 50,00ns 112,50ns 0,80ns 

BRS1060 X BRS1060+INOC 1 0ns 12,50ns 0,48ns 

BRS1010 X BRS1010+INOC 1 12,50ns 3,12ns 44,46ns 

BRS3042 X BRS3042+INOC 1 3,12ns 312,50ns 141,45* 

DKB390 X DKB390+INOC 1 78,12ns 28,12ns 21,22ns 

DKB310 X DKB310+INOC 1 253,12ns 450,00ns 17,94ns 

ERRO  39 290 174,48 32,21 

CV    8,57 11,08 20,7 

MEDIA    198,82 119,19 27,42 
ns,*,**, não significativo, significativo a 1 e 5% respectivamente.  

 

 
 

 

 

 
Figura 15- SPAD (unidades SPAD) entre os diferentes tipos de Híbridos de milho inoculados 

com Azospirillum . Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si a 

5% pelo teste de Scott Knott.  
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Figura 16- SPAD (unidades SPAD) para cada híbrido de milho na presença e ausência da 
inoculação com Azospirillum . Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente 
entre si a 5% pelo teste de Scott Knott.  

 

 

 Os resultados da análise de variância para as variáveis Teor de N, P, e K 

podem ser vistos na Tabela 3. De acordo com o resumo da análise, apresentaram 

diferenças significativas (p<0,05) para a fonte de variação tratamentos (Teor de N, P 

e K), entre híbridos não inoculados (Teor de N e P), híbridos inoculados (Ter de P) e 

para cada híbrido comparado na presença e ausência do inoculante BRS1060 e 

BRS1010 (Teor de N), BRS3042 (Teor de N e P) DKB310 (Teor de P). A média do 

teor de N nos tecidos vegetais foi de 1,10% e apresentou aumento para BRS1055 

(1,08%), BRS1055+Inoc (1,24%), BRS1040 (1,12%), BRS1040+Inoc (1,16%), 

BRS1060 (1,39), BRS1060+Inoc (1,06%), BRS1010+Inoc (1,16%), BRS3042+Inoc 

(1,23%), DKB390 e DKB390+Inoc (1,18%) diferindo estatisticamente dos demais 

(Figura 17). Para a fonte de variação híbridos sem inoculante (Figura 18) é possível 

ver diferença entre três grupos com diferenças estatísticas, o BRS1060 sozinho 

apresentou maior teor de N com 1,39%, seguido do BRS1055, BRS1040 e DKB390 

com 1,08, 1,12 e 1,18% respectivamente e por último BRS3042 e DKB310 com 0,85 

e 0,88% respectivamente. Já para a comparação entre híbrido inoculados e sem 

inoculação (Figura 19), o híbrido BRS 1060 sem inoculação apresentou maior teor de 

N (1,39%) (Figura 19-A), já para o BRS1010 (Figura 19-D) e BRS3042 (Figura 19-E) 
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o maior teor de N foi na presença do inoculante com médias respectivas de 1,16% e 

1,23%  

 O teor de P nos tecidos vegetais obteve média de 0,98 (g/Kg) e apresentou 

aumento para os tratamentos BRS1055 (1,00 g/Kg), BRS1055+Inoc (1,07 g/Kg), 

BRS1040+Inoc (1,04 g/Kg), BRS1060+Inoc (1,01 g/Kg), BRS3042+Inoc (1,18 g/Kg), 

DKB390 (1,05 g/Kg) e DKB310+Inoc (1,29 g/Kg) diferindo estatisticamente dos 

demais (Figura 20). Para a fonte de variação híbridos não inoculados (Figura 21) é 

possível observar maiores teores de P para BRS1055, BRS1040 e DKB310 com 

médias de 1,00, 0,94 e 1,04 (g/Kg) respectivamente. Já para híbridos com inoculante 

pode-se verificar aumento para BRS3042 (1,18 g/Kg) e DKB310 (1,28 g/Kg) (Figura 

22). Quando comparado cada hibrido na presença e ausência do inoculante (Figura 

23), pode-se verificar que os híbridos BRS3042 (Figura 23-E) e DKB310 (Figura 23-

G) apresentam aumentam no teor de P quando inoculados. 

 O teor de K apresentou média 10,73 (g/Kg) e apresentou aumento nos 

tratamentos BRS1055+Inoc (11,62 g/Kg), BRS1040+Inoc (12,56 g/Kg), BRS1060 

(11,36 g/Kg), BRS1060+Inoc (11,03 g/Kg), BRS1010 (12,56 g/Kg), BRS3042+Inoc 

(11,71g/Kg) e DKB390+Inoc (10,92 g/Kg) (Figura 24).  

 

Tabela 3- Resumo das análises de variância para as características, Teor de N (%), Teor de 

P (g/Kg) e Teor de K (g/Kg) avaliados em híbridos de milho inoculados e não inoculados com 

Azospirillum brasilense. 

   Quadrado Médio 

FV  GL TEOR DE N (%) TEOR DE P (g/Kg) TEOR DE K (g/Kg) 

BLOCO 3 0,09 0,09 11,44 

TRATATEMENTOS 13 0,09** 0,07** 5,50* 

HIBRIDO SEM INOC 6 0,14** 0,03* 5,64ns 

HIBRIDO COM INOC 6 0,04ns 0,08** 5,53ns 

BRS1055 X BRS1055+INOC 1 0,05ns 0,01ns 7,39ns 

BRS1040 X BRS1040+INOC 1 0,002ns 0,01ns 8,82ns 

BRS1060 X BRS1060+INOC 1 0,21** 0,02ns 0,22ns 

BRS1010 X BRS1010+INOC 1 0,10* 0,009ns 8,62ns 

BRS3042 X BRS3042+INOC 1 0,28** 0,23* 5,95ns 

DKB390 X DKB390+INOC 1 000ns 0,07ns 0,93ns 

DKB310 X DKB310+INOC 1 0,009ns 0,44** 0,01ns 

ERRO 39 0,01 0,02 2,69 

CV   12,18 15,72 15,28 

MEDIA   1,1 0,98 10,73 
ns,*,**, não significativo, significativo a 1 e 5% respectivamente.  
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Figura 17- Teor de N entre tratamentos - híbridos de milho inoculados e não inoculados com 
Azospirillum brasilense. Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre 
si a 5% pelo teste de Scott Knott.  

 
Figura 18- Teor de N entre híbridos sem inoculação. Médias seguidas pela mesma letra não 
diferem estatisticamente entre si a 5% pelo teste de Scott Knott 
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Figura 19- Teor de N para cada híbrido de milho na presença e ausência da inoculação com 
Azospirillum . Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si a 5% 
pelo teste de Scott Knott.  

 

 

Figura 20- Teor de P entre tratamentos - híbridos de milho inoculados e não inoculados com 
Azospirillum brasilense. Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre 
si a 5% pelo teste de Scott Knott.  
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Figura 21- Teor de P em híbridos de milho não inoculados com Azospirillum brasilense. 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si a 5% pelo teste de 
Scott Knott.  

 

 
Figura 22-Teor de P em híbridos de milho inoculados com Azospirillum brasilense. Médias 
seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si a 5% pelo teste de Scott 
Knott.  
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Figura 23- Teor de P para cada híbrido de milho na presença e ausência da inoculação com 
Azospirillum . Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si a 5% 
pelo teste de Scott Knott. 

 

 

Figura 24- Teor de K entre tratamentos - híbridos de milho inoculados e não inoculados com 
Azospirillum brasilense. Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre 
si a 5% pelo teste de Scott Knott.  
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 Os resultados da análise de variância para as variáveis Massa seca, 

Nitrogênio total e P total podem ser vistos na Tabela 4. De acordo com o resumo da 

análise, apresentaram diferenças significativas (p<0,05) a fonte de variação 

tratamentos (Massa seca, N-total e P-Total), híbridos com inoculação (Massa seca, 

N-total e P-Total), e para cada híbrido comparado na presença e ausência do 

inoculante para o BRS3042 (Massa seca, N-total e P-Total) e DKB310 (P-total). A 

média de Massa seca nos tecidos vegetais foi de 8,8 Kg.ha-1 entre os tratamentos e 

apresentou aumento para BRS3042+ Inoc com média de (12,52 Kg.ha-1) (Figura 25). 

Para a fonte de variação híbridos inoculados (Figura 26) é possível ver que o BRS3042 

(12,52 Kg.ha-1) diferiu dos demais. Já para a comparação da massa seca entre híbrido 

inoculados e sem inoculação (Figura 27), o híbrido BRS3042 (Figura 27-E) apresentou 

melhor desempenho na presença do inoculante.  

 O N-Total, obteve média nos tecidos de 9,66 Kg.ha-1 e apresentou aumento 

no BRS3042+Inoc com média de 12,52 Kg.ha-1 (Figura 28). Para a fonte de variação 

híbridos inoculados (Figura 29) maior valor de N-total foi observado no híbrido 

BRS3042 com média de 15,38 Kg.ha-1. Quando comparado N-total em cada hibrido 

na presença e ausência do inoculante (Figura 30), pode-se verificar que os híbridos 

BRS3042 (Figura 30-E) apresenta uma melhor resposta na presença do inoculante  

 A característica de P total apresentou média nos tecidos vegetais de 8,69 

kg.ha-1 e a diferença para a fonte de variação tratamentos mostrou o agrupamento de 

três grupos, onde o BRS3042+Inoc sozinho destacou-se com demais com 14,74 

Kg.ha-1 acúmulo de P nos tecidos vegetais, seguido do DKB310+Inoc (12,02 Kg.ha-1) 

e os demais em um terceiro grupo que apresentou valores que variaram entre 6,09 

Kg.ha-1 a 9,76 Kg.ha-1 de P-Total nos tecidos vegetais (Figura 31). Para a fonte de 

variação híbridos inoculados (Figura 32), verifica-se também a formação de três 

grupos com destaque para BRS3042 com 14,74 Kg.ha-1 acúmulo de P nos tecidos 

vegetais, seguido do DKB310 12,02 Kg.ha-1 e os demais híbridos variando entre 7,01 

e 9,76 Kg.ha-1. Quando comparado na presença e ausência do inoculante (Figura 33) 

os híbridos BRS3042 e DKB310 (Figura 33 E e G) apresentaram ganhos significativos 

na presença do inoculante com 14,74 e 12,02 Kg.ha-1 de P-Total respectivamente.  
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Tabela 4- Resumo das análises de variância para as características, Massa Seca (MASP-

Kg.ha-1), N-Total (Kg.ha-1) e P-Total (Kg.ha-1) avaliados em híbridos de milho inoculados e não 

inoculados com Azospirillum brasilense. 

     Quadrado Médio 

FV  GL MASP (Kg.ha-1)   N-Total (Kg.ha-1) P-Total (Kg.ha-1)  

BLOCO 3 0,56 6,17 5,35 

TRATATEMENTOS  13 7,37** 15,38** 20,57** 

HIBRIDO SEM INOC  6 5,12ns 5,36ns 4,64ns 

HIBRIDO COM INOC 6 9,60** 21,76** 30,55** 

BRS1055 X BRS1055+INOC 1 0,57ns 8,76ns 3,29ns 

BRS1040 X BRS1040+INOC 1 0,07ns 0ns 0,33ns 

BRS1060 X BRS1060+INOC 1 1,92ns 2,87ns 6,25ns 

BRS1010 X BRS1010+INOC 1 2,78ns 1,60ns 0,47ns 

BRS3042 X BRS3042+INOC 1 52,63** 164,45** 149,523** 

DKB390 X DKB390+INOC 1 0,45ns 0,36ns 3.52ns 

DKB310 X DKB310+INOC 1 0,77ns 0,03ns 28,02** 

ERRO  39 1,91 3,18 3,37 

CV      15,69 18,45 21,12 

MEDIA      8,8 9,66 8,69 
ns,*,**, não significativo, significativo a 1 e 5% respectivamente.  

 

 
Figura 25- Massa seca (MASP) entre tratamentos - híbridos de milho inoculados e não 
inoculados com Azospirillum brasilense. Médias seguidas pela mesma letra não diferem 
estatisticamente entre si a 5% pelo teste de Scott Knott.  
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Figura 26- Massa seca (MASP) em híbridos de milho inoculados com Azospirillum brasilense. 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si a 5% pelo teste de 
Scott Knott.  

 

 

 
Figura 27- Massa seca (MASP) para cada híbrido de milho na presença e ausência da 
inoculação com Azospirillum . Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente 
entre si a 5%.  
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Figura 28- N-total entre tratamentos - híbridos de milho inoculados e não inoculados com 
Azospirillum brasilense. Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente 
entre si a 5% pelo teste de Scott Knott.  

 

 

 
Figura 29- N-total em híbridos de milho inoculados com Azospirillum brasilense. Médias 
seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si a 5% pelo teste de Scott 
Knott. 
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Figura 30- N-total para cada híbrido de milho na presença e ausência da inoculação com 
Azospirillum . Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si a 5% 
pelo teste de Scott Knott. 

 

 
Figura 31- P-total entre tratamentos - híbridos de milho inoculados e não inoculados com 
Azospirillum brasilense. Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente 
entre si a 5% pelo teste de Scott Knott.  
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Figura 32- P-total em híbridos de milho inoculados com Azospirillum brasilense. Médias 
seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si a 5% pelo teste de Scott 
Knott. 

 

 
Figura 33- P-total para cada híbrido de milho na presença e ausência da inoculação com 
Azospirillum . Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si a 5%.  
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análise, apresentaram diferenças significativas (p<0,05) para a fonte de variação 

tratamentos (P-Total e PG), híbridos sem inoculação (PG), híbridos com inoculação 

(P-Total) e para cada híbrido comparado na presença e ausência do inoculante para 

o BRS1055 (PG), BRS1010 (P-total) e BRS3042 (P-total e PG). A média de K-total foi 

de 9,48 Kg.ha-1 e foi possível verificar que entre os tratamentos ocorreu a formação 

de três grupos (Figura 34), onde o BRS3042+Inoc destacou-se dos demais com 14,67 

Kg.ha-1 acúmulo de K nos tecidos vegetais, seguido por BRS1055+Inoc e 

BRS1040+Inoc e BRS1010 sem inoculante com 10,58, 10,76 e 12,19 Kg.ha-1 de K-

total. Os demais que formam o terceiro grupo variaram de 7,36 a 9,07 Kg.ha-1. Já para 

a fonte de variação híbridos com inoculante (Figura 35), o BRS3042 diferiu dos demais 

com 14,64 Kg.ha-1 de acúmulo de K nos tecidos vegetais. A comparação de P-total 

para o híbrido na presença e ausência do inoculante (Figura 36) o híbrido BRS3042 

apresentou melhor desempenho na presença do inoculante com 14,64 Kg.ha-1 (Figura 

36-E), o mesmo não foi observado no BRS1010 (Figura 36-D), que teve maior ganhos 

na ausência do inoculante com valores de 12,19 Kg.ha-1.  

 Em relação a Produtividade de grãos a média dos tratamentos foi de 4,54 

Kg.ha-1 e foi possível verificar a separação de dois grupos (Figura 37), onde o grupo 

com maior produtividade ficaram os tratamentos BRS1055+Inoc, BRS1060+Inoc, 

BRS1010 e BRS1010+Inoc, BRS3042+Inoc, DKB390, DKB30+Inoc, DKB310 e 

DKB310+Inoc com 4,81, 4,76, 4,66, 4,63, 5,45, 5,81, 5,33, 4,60 e 5,22 Kg.ha-1 de 

produtividade de grãos respectivamente. O outro grupo apresentou média com valores 

entre 2,64 e 3,89 Kg.ha-1. Para a fonte de variação híbridos não inoculados (Figura 

38), observou-se quatro grupos com produtividade diferentes, com destaque para o 

DKB390 com 5,81 Kg.ha-1, seguido dos tratamentos BRS1010 e DKB310 com 4,66 e 

4,60 Kg.ha-1 respectivamente, em seguida os híbridos BRS1040, BRS1060 e 

BRS3042 com 3,66, 3,86 e 3,74 Kg.ha-1 respectivamente. E por último o BRS1055 

com 2,64 Kg.ha-1. A comparação da produtividade na presença e ausência do 

inoculante (Figura 38) os Híbridos BRS1055 (Figura 38-A) e BRS3042 (Figura 39-E) 

apresentaram ganhos de produtividade na presença do inoculante.  

 A produtividade relativa de grãos (Figura 40) o híbrido BRS1055 respondeu a 

inoculação com ganho de 82%, seguido do híbrido BRS3042 com ganho de 46% e 

por último o BRS1060 com ganho de23%.  
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Tabela 5- Resumo das análises de variância para as características K-Total (Kg.ha-1) e P-
total (Kg.ha-1) e Produtividade (Kg.ha-1) avaliados em híbridos de milho inoculados e não 
inoculados com Azospirillum brasilense. 

      Quadrado Médio 

FV  GL K Total (Kg.ha-1) Produtividade (Kg.ha-1) 

BLOCO 3 5,64 0,407 

TRATATEMENTOS  13 1,54** 2,94** 

HIBRIDO SEM INOC  6 1,00ns 3,99** 

HIBRIDO COM INOC 6 1,97* 1,12ns 

BRS1055 X BRS1055+INOC 1 1,10ns 9,43** 

BRS1040 X BRS1040+INOC 1 5,99ns 0,10ns 

BRS1060 X BRS1060+INOC 1 1,08ns 1,61ns 

BRS1010 X BRS1010+INOC 1 2,15* 0,001ns 

BRS3042 X BRS3042+INOC 1 1,07** 5,84** 

DKB390 X DKB390+INOC 1 1,16ns 0,46ns 

DKB310 X DKB310+INOC 1 0.95ns 0,76ns 

ERRO  39 5,12 0,67 

CV      23,86 18,3 

MEDIA      9,48 4,54 
ns,*,**, não significativo, significativo a 1 e 5% respectivamente.  

 

 
Figura 34- K-total entre tratamentos - híbridos de milho inoculados e não inoculados com 
Azospirillum brasilense. Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente 
entre si a 5% pelo teste de Scott Knott.  
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Figura 35- K-total em híbridos de milho inoculados com Azospirillum brasilense. Médias 
seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si a 5% pelo teste de Scott 
Knott. 

 

 
Figura 36- K-total para cada híbrido de milho na presença e ausência da inoculação com 
Azospirillum . Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si a 5%.  
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Figura 37- Produtividade de grãos entre tratamentos - híbridos de milho inoculados e não 
inoculados com Azospirillum brasilense. Médias seguidas pela mesma letra não diferem 
estatisticamente entre si a 5% pelo teste de Scott Knott. 

 

 
Figura 38- Produtividade de grãos em híbridos de milho não inoculados com Azospirillum 
brasilense. Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si a 5% 
pelo teste de Scott Knott.  
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Figura 39- Produtividade de grãos para cada híbrido de milho na presença e ausência da 
inoculação com Azospirillum . Médias seguidas pela mesma letra não diferem 
estatisticamente entre si a 5%.  

 

 
Figura 40- Produtividade relativa de grãos em relação a tratamentos inoculados e 

não inoculados.  
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4.5. DISCUSSÃO 

 

 

A busca por tecnologias sustentáveis que sejam eficientes para suprir a 

demanda agrícola e manter padrões de produções é crescente. Assim é importante o 

uso de biotecnologias que apresentem benefícios ao desenvolvimento e crescimento 

da planta, como é o caso de inoculante a base de A. brasilense. A utilização de 

microrganismos fixadores de nitrogênio e solubilizadores de nutrientes do solo pode 

viabilizar a diminuição significativa na aplicação de fertilizantes industriais (Good & 

Beatty 2011).  

Nesse trabalho, observou-se alterações pela inoculação de diferentes 

parâmetros avaliados, onde nem todas apresentaram diferenças significativas. Para 

as características de AP e AE, os resultados assemelham-se aos encontrados por 

Cordeiro (2017), onde não ocorreu influência da inoculação para ambas as 

características em milho inoculado com bactérias promotoras de crescimento. O que 

também foi constatado em relação a inoculação com Azospirillum e a associação de 

adubação nitrogenada (Lana et al. 2012). Entretanto, vários trabalhos demonstram 

que a inoculação de Azospirillum promove alteração na morfologia das raízes das 

plantas, devido a produção de fitormônios, fazendo com que ocorra aumento da 

superfície radicular, resultando em uma maior absorção de água e nutrientes , 

principal fator de crescimento de plantas (Spolaor et al. 2016). 

Os resultados de índice de SPAD apresentou diferenças apenas entre os 

híbridos inoculados. Diferenças nessas característica já foi relatado por Araújo (2014) 

que encontrou aumentos nessa característica em função da inoculação com 

Azospirillum e Herbaspirillum em plantas de milho. O SPAD mede a concentração de 

cor verde presente nas plantas que está diretamente relacionado ao pigmento da 

clorofila. O teor de clorofila pode sofrer influência de diversos fatores bióticos e 

abióticos, encontrando-se diretamente relacionado com a capacidade de atividade 

fotossintética das plantas (Taiz & Zeiger 2013).  

Os teores de N, P e K aqui encontrados apresentaram diferenças entre os 

tratamentos analisados, com respostas de aumentos em alguns tratamentos em 

função do Azospirillum e também entre híbridos não inoculados para N e P. Aumento 

nos teores de N, P e K foi verificado na presença de inoculante e também doses de 
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N (Araújo 2014). Em estudo realizado por Quadros et al., (2014), também foi 

constatado aumento do teor de N em plantas de milho em função do inoculante.  

Os resultados de massa seca apresentaram diferenças significativas, em 

função do inoculante. Resultados semelhantes foram encontrados por Fonseca 

(2014) e Rosa (2017). Essa característica já foi relatada com ganhos de 24,7% na 

combinação de inoculação e adubação nitrogenadas (Hungria et al. 2016). O aumento 

da massa seca da parte aérea é um dos benefícios que podem ocorrer na cultura uma 

vez que, quando há uma maior produção de biomassa espera-se uma maior 

produtividade (Quadros, 2009).  

O acúmulo de nutrientes analisados neste trabalho N, P e K que 

apresentaram diferenças entre algumas fontes de variação em função do inoculante 

a base de Azospirillum em plantas de milho, já foram relatados em estudo realizado 

por Rosa (2017) e para N e K por Fonseca em milho (2014). A absorção de nutrientes 

N, P e K em grandes proporções pode ocorrer devido a produção de substâncias 

promotoras de crescimento pela bactéria (Baldani & Baldani 2005), como giberelinas, 

auxinas e a citocininas esta última no caso, faz a movimentação de N e K da raiz para 

as folhas (Guerreiro 2008).  

Todos esses componentes agronômicos de massa seca e teores de 

nutrientes nos tecidos vegetais, são influenciados por Azospirillum , indicando que o 

uso dessa biotecnologia tem potencial para aumento no rendimento de grãos (Biari et 

al. 2008). Este fato se confirma neste trabalho, uma vez que em alguns genótipos 

foram observados ganhos de produtividade sob influência do uso de inoculantes, de 

maneira que PRG, teve seu valor mais elevado com 82%. Esse valor elevado pode 

estar relacionado à escolha da estirpe utilizada que é fundamental para o êxito da 

inoculação com Azospirillum (Hungria et al. 2010). Sendo que os ganhos de produção 

relacionados não apenas a fixação biológica de nitrogênio, mas também a fitormônios 

(Biari et al. 2008) 

Efeitos positivos sobre a produtividade de grãos promovidas pela inoculação 

com A. brasilense, já foram descritos por diferentes autores (Hungria et al. 2010; Lana 

et al. 2012). Em estudo realizado com milho e diferentes estirpes de bactérias Hungria 

et al. (2010) encontraram aumentos de até 30%, quando comparado com o 

tratamento controle. Lana et al., (2012) encontrou aumentos de 7 a 14% e 29% em 

estudos na região do cerrado.  
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O fertilizante industrial não deve ser totalmente substituído pelo inoculante 

em gramíneas, devido ao fato da fixação biológica de nitrogênio pelos microrganismos 

contribuir apenas com pequenas porções (Fukami et al. 2016). O arranjo de todas as 

funções do Azospirillum para a promoção do crescimento vegetal pode ter como 

resultado plantas com maior capacidade de absorção de nutrientes e agua do solo, 

melhorando a nutrição e o crescimento (Bashan & De-Bashan 2010; Hungria et al. 

2015; Kouchebagh et al. 2012). Outro fator importante é que o uso de inoculantes a 

base de Azospirillum brasilense pode gerar uma economia, em torno, de U$$ 2 

bilhões em fertilizantes industriais, possibilitando reduzir despesas de transporte e 

poluição pela produção e aplicação de fertilizantes minerais (Hungria et al. 2010).  

Apesar dos estudos que vêm sendo realizados acerca da relação do 

Azospirillum com a cultura do milho, ainda é necessário que mais estudos sejam 

realizados para elucidação desta complexa interação entre a bactéria e a planta, 

principalmente quanto a variação da resposta em relação ao genótipo de milho. Este 

tipo de estudo pode contribuir para a escolha de culturas em função desta resposta a 

inoculação para obtenção de ganhos de produtividade e redução da fertilização 

nitrogenada com ganhos ambientais.  

4.6. CONCLUSÃO 

 

 

A inoculação proporcionou aumentos de produtividade de grãos em milho, 

dependendo do híbrido utilizado.  

 

Os benefícios da inoculação não se limitam ao suprimento de nitrogênio e 

inclui a aquisição de P e K.  

 

O híbrido BRS1055 com inoculação foi o que apresentou a melhor resposta 

à inoculação, dentro dos materiais testados.  
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