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RESUMO: A adubação nitrogenada através de 
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bactérias diazotróficas vem sendo amplamente 
estudadas se buscando métodos eficiente de 
inoculação e coinoculação para a substituição 
dos fertilizantes químicos. O objetivo do trabalho 
foi avaliar as características produtivas na 
cultura do milho em função da inoculação e 
coincoculação com as bactérias diazotróficas, 
Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum 
brasilense em diferentes épocas na cultura do 
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associando inoculação, coinoculação e épocas de aplicação dos inoculantes sobre o solo, foi 
avaliado o diâmetro de colmo, altura de planta, número de espigas, comprimento de espiga, 
diâmetro de espiga, número de fileiras de grãos, produtividade de grãos e massa de mil 
grãos. Não foram observadas diferenças significativas entre todos os tratamentos. Conclui-se 
que a inoculação e coincoulado com as bactérias diazotróficas, Bradyrhizobium japonicum e 
Azospirillum brasilense tanto aplicadas antecipado ou na semeadura do milho em solo com 
teor médio de matéria orgânica e boa disponibilidade hídrica, não afeta o desenvolvimento e 
produção da cultura do milho.
PALAVRAS-CHAVE: Zea mays. Bradyrhizobium japonicum. Azospirillum brasilense. 
Nitrogênio. Produtividade.

EFFECTS OF INOCULATION AND CO-INOCULATION OF DIAZOTROPHIC 
BACTERIA ON THE DEVELOPMENT AND PRODUCTION OF CORN

ABSTRACT: This study aimed to evaluate the productive characteristics in the mayze crop 
in response to inoculation and co-inculcation with the diazotrophic bacteria, Bradyrhizobium 
japonicum, and Azospirillum brasilense at different times. Fourteen treatments were evaluated, 
associating inoculation, with co-inoculation and application times of inoculants, stalk thickness, 
plant height, number of ears, ear length, ear diameter, number of grain rows, grain yield, and 
thousand-grain mass. Statistical analysis showed that there were no significant differences 
between all treatments. The results were influenced by climatic and edaphic factors. The yield 
of mayze did not differ due to the inoculation and co-inoculation with the diazotrophic bacteria, 
B. japonicum, and A. brasilense anticipating the sowing, about chemical fertilization (NPK) 
and control in soils with high average organic matter and average water regimes required for 
the crop.
KEYWORDS: Zea mays. Bradyrhizobium japonicum. Azospirillum brasilense, Nitrogen. Yield.

1 |  INTRODUÇÃO 
O fornecimento do N via fertilizantes químicos no milho é o que mais onera os 

custos de adubação, sendo o principal fator responsável pelo alto custo de produção da 
cultura (PANDOLFO et al., 2015). Este nutriente pode ingressar no sistema solo-planta 
pela decomposição da matéria orgânica, deposições atmosféricas, fixação biológica e pela 
adubação (GITTI et al., 2013).

A constante inovação no setor agropecuário tem aumentado o interesse pelo uso de 
inoculantes contendo bactérias promotoras de crescimento de plantas, no intuito de suprir, 
ao menos em parte, a necessidade de fertilizantes nitrogenados. As bactérias diazotróficas 
ou bactérias promotoras de crescimento são microrganismos que apresentam capacidade 
de colonizar as plantas e contribuem principalmente com a nutrição nitrogenada a partir da 
fixação biológica de nitrogênio (FBN) (SILVA et al., 2017; HUNGRIA, 2011). 

O método de suprimento de N para as plantas de milho através de bactérias 
diazotróficas vem sendo estudado com maior intensidade nos últimos anos. O inoculante, 
pode ocorrer via inoculação das sementes, no sulco de semeadura e via foliar. No Brasil, a 
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maioria das pesquisas tem sido realizada via inoculação das sementes. Conforme Hungria 
(2011), o maior desafio na inoculação com Azospirillum via inoculação das sementes se 
dá pela incompatibilidade com fungicidas e outros produtos usados no tratamento de 
sementes. Uma alternativa tem sido a aplicação do inoculante via foliar ou por sulco de 
semeadura, no entanto, estas modalidades  de aplicação não proporcionaram resultados 
significativos a cultura (MÜLLER et al., 2012; KAPPES et al., 2017 . Quando avaliado a 
inoculação de sementes em milho com Azospirillum, os mesmos mostraram aumentos 
de rendimento de grãos de, aproximadamente, 24% a 30% em relação ao controle não 
inoculado (EMBRAPA, 2015). Em estudo realizado por Bárbaro-Torneli et al. (2018), com a 
coinoculação através de pulverização direcionada ao solo em estádio de desenvolvimento 
do milho em V3/V4, com o Azospirillum e Bradyrhizobium, se mostrou eficiente. Ainda, a 
coinoculação de Bradyrhizobium e Azospirillum pode melhorar o desempenho das culturas, 
como na soja, onde os benefícios da coinoculação já são conhecidos (NOGUEIRA et al., 
2018).

No entanto, são escassos os resultados na literatura sobre a aplicação destes 
inoculantes no solo anteriormente à semeadura das culturas e de forma coinoculada no 
milho. A aplicação antecipada das bactérias diazotróficas pode favorecer o ambiente para 
a posterior semeadura do milho, uma vez que, estas poderão se multiplicando no solo 
anteriormente à semeadura. As bactérias diazotróficas existem naturalmente na maioria 
dos solos, no entanto, apresentam ampla diversidade genética, e para a sua utilização 
como inoculante em culturas agrícolas faz-se necessária a seleção de estirpes eficientes 
para este fim (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). O sucesso da inoculação de Azospirillum 
a campo depende da habilidade das estirpes selecionadas sobreviverem na presença de 
grande número de outros micro-organismos da rizosfera e consigam competir e ocorra a 
colonização das sementes germinadas (QUADROS et al., 2014).

Nesse contexto, é importante avaliar o efeito da aplicação no solo de estirpes de 
bactérias diazotróficas eficientes na FBN antecipadamente à semeadura do milho, que 
poderia suprir as necessidades de N no milho. Assim, o objetivo do presente trabalho 
foi avaliar as características produtivas na cultura do milho em função da inoculação e 
co-inoculado com as bactérias diazotróficas, Bradyrhizobium japonicum e Azospirillum 
brasilense em diferentes épocas na cultura do milho.

2 |  MATERIAIS E MÉTODOS 
O experimento foi realizado na safra 2019/20 em Bom Progresso – RS, conforme as 

coordenadas: latitude 27.563509, longitude -53.859015 e altitude média de 413 metros, em 
relação ao nível do mar. A classificação do climática de acordo com Koppen é do tipo subtropical 
- Cfa (KÖPPEN, 1931), com temperaturas entre -3 a 18 οC nos meses mais frios, e média 
superior a 10 οC nos meses mais quentes, sem nenhuma estação seca definida (úmida todo 
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ano) e verão quente, com temperatura média mensal superior a 22ºC (RIO GRANDE DO SUL, 
2005). Os dados sobre precipitação e temperatura média do ar estão na figura 1 (INPE, 2020). 
O solo da área experimental é classificado como Latossolo Vermelho (SANTOS et al., 2018). 

Anteriormente à instalação do estudo, a área vinha sendo cultivada com soja (safra 
2018/19) em sistema de plantio convencional. Após isso com o cultivo de nabo forrageiro, 
a área foi revolvida com arado de discos em uma profundidade de 20 cm e após realizou-
se a passagem de grade leve por duas vezes, antes da instalação do experimento. 
Posteriormente, realizou-se a amostragem de solo da área para a realização da análise 
química na camada de 0 a 20 cm (tabela 1). 

Com base na análise de solo foi realizada a adubação da cultura do milho, para 
uma expectativa de produção de 6 t/ha, conforme as recomendações do Manual de 
Calagem e Adubação para os Estados do RS e de SC (CQFS, 2016). A dose de NPK 
para este experimento foi de 60-140-60. Foram utilizados os fertilizantes Super Fosfato 
Simples (P2O5), Cloreto de Potássio (K2O) e Ureia [(NH2)2CO] (N apenas para o tratamento 
testemunha), o tratamento controle não recebeu nenhum tipo de adubação e inoculação.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, com quatro 
repetições, totalizando 56 parcelas. As parcelas de cada tratamento foram delimitadas 
com tamanho de 2,30 m x 2,3 m (5,29 m²) com cinco linhas e espaçamento de 0,45 m 
entre linhas. A semeadura foi realizada manualmente, a uma profundidade de 4 cm, no 
dia 8 de dezembro de 2019 com densidade de três sementes por metro linear, totalizando 
aproximadamente 67 mil plantas por hectare.

S: semeadura (08/12/2019), V7: estádio vegetativo 7 folhas verdadeira (06/01/2020), R1: estádio 
de reprodutivo, pleno florescimento (14/02/2020), R5: estádio reprodutivo, grão farináceo duro 

(31/03/2020) C: colheita (29/04/2020).

Figura 1: Precipitação e temperatura média do ar durante o período de realização do experimento.



 
Inovação e tecnologia nas ciências agrárias Capítulo 11 124

pH* V MOS P K H + Al Ca Mg 

H20 % % mg/dm3 mg/dm3 cmolc/dm3 cmolc/dm3 cmolc/dm3

5,8 65,3 3,9 6,8 162 4,9 5,7 3,1

*pH: Potencial de hidrogênio; V: Saturação por bases; MOS: Matéria orgânica do solo; P: Fósforo; K: 
Potássio; H + Al: Acidez potencial; Ca: Cálcio; Mg: Magnésio. 

Tabela 1- Características químicas do solo da área experimental no início do experimento.

Fonte: E.R.Webers (2021)

Os inoculantes testados em separado ou combinados (coinoculação) foram os 
seguintes: inoculante contendo a bactéria Azospirillum brasilense (cepas AbV5 e AbV6), na 
concentração de 4 X 108 células viáveis por ml; inoculante com a bactéria Bradyrhizobium 
japonicum (cepa Semia 5079 e Semia 5080) na concentração de 7,2 X 109 células viáveis 
por ml. As doses aplicadas nas sementes foram definidas a partir da recomendação técnica 
do inoculante, já para as aplicações antecipadas no solo utilizou-se a dosagem referente 
a aplicação em sulco.  Os inoculantes foram aplicados por pulverização manual com o 
volume de calda de 200 L/ha. Os tratamentos testados, constam na Tabela 2.

A cultivar de milho utilizada foi o DKB 290, versão PRO 3, Dekalb, já tratadas de 
forma industrial com fungicida. Os inoculantes foram aplicados nas sementes no dia da 
semeadura, conforme os tratamentos. Foram adotados alguns cuidados para garantir uma 
maior eficiência dos inoculantes, como inoculação das sementes realizada à sombra e 
distribuição uniforme dos inoculantes em todas as sementes. 

Os parâmetros avaliados foram os seguintes: altura de plantas (AP), medida em 
quatro plantas do nível do solo até o ápice da planta; diâmetro de colmo (DC), avaliado com 
paquímetro a 5 cm acima do nível do solo; comprimento de espiga (CE), medido da base 
até a ponta da espiga com o auxílio de uma trena; diâmetro de espiga (DE), medido com um 
paquímetro na parte central da espiga; massa de mil grãos (MMG), em balança analítica; 
número de fileiras (NF)  de grãos por espiga e número de espigas (NE) em 1,3 m lineares, 
contados manualmente. 
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Tratamentos

Dose (ml/ha)

Azospirilum Bradyrhizobium

T1 – Controle 0 0

T2 – Testemunha 0 0

T3 - Azospirilum 10 DAS 400 0

T4 - Azospirilum 20 DAS 400 0

T5 - Azospirilum 30 DAS 400 0

T6 - Azospirilum na semente 100 0

T7 - Bradyrhizobium 10 DAS 0 600

T8 - Bradyrhizobium 20 DAS 0 600

T9 - Bradyrhizobium 30 DAS 0 600

T10 - Bradyrhizobium na semente 0 50

T11 - Bradyrhizobium + Azospirilum 10 DAS 400 600

T12 - Bradyrhizobium + Azospirilum 20 DAS 400 600

T13 - Bradyrhizobium + Azospirilum 30 DAS 400 600

T14 - Bradyrhizobium + Azospirilum na semente 100 50

DAS : dias antes da semeadura. Fonte: E.R.Webers (2021).

Tabela 2- Tratamentos com as formas de aplicação e dose de bactérias diazotróficas aplicadas na 
semente e no solo na cultura do milho.

Para a produtividade de grãos (PG), foi colhido um segmento de 1,3 m linear de 
cada parcela, totalizando quatro plantas centrais. Após, os grãos foram removidos das 
espigas, pesados e a produtividade foi calculada e corrigida para 13% de umidade. Todas 
as avaliações ocorreram no momento da colheita do milho.

Os dados obtidos foram submetidos à análise estatística utilizando os procedimentos 
disponíveis no pacote estatístico Sisvar (FERREIRA, 2019), através do teste de contrastes 
ortogonais.

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO 
A descrição do teste de contrastes ortogonais se encontra na tabela 3. A análise 

estatística mostrou que não houve diferenças significativas para todas as variáveis em 
estudo (Tabela 4). 



 
Inovação e tecnologia nas ciências agrárias Capítulo 11 126

Contrastes Descrição dos contrastes

C1 T1 vs T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12 T13 T14

C2 T2 vs T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12 T13 T14 -

C3 T3 vs T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12 T13 T14 - -

C4 T4 vs T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12 T13 T14 - - -

C5 T5 vs T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12 T13 T14 - - - -

C6 T6 vs T7 T8 T9 T10 T11 T12 T13 T14 - - - - -

C7 T7 vs T8 T9 T10 T11 T12 T13 T14 - - - - - -

C8 T8 vs T9 T10 T11 T12 T13 T14 - - - - - - -

C9 T9 vs T10 T11 T12 T13 T14 - - - - - - - -

C10 T10 vs T11 T12 T13 T14 - - - - - - - - -

C11 T11 vs T12 T13 T14 - - - - - - - - - -

C12 T12 vs T13 T14 - - - - - - - - - - -

C13 T13 vs T14 - - - - - - - - - - - -

vs: versos. Fonte: E.R.Webers (2021).

Tabela 3- Descrição dos contrastes comparados entre os tratamentos utilizados no experimento

Tratamentos DC
(cm)

AP
(m)

NE
(m) CE

(cm)
DE

(cm)
NF PG

(kg/ha)
MMG

(g)

T1 2,53* 2,74* 3,65 18,91* 5,09* 16* 16112* 348*

T2 2,60 2,84 4,81 18,59 4,97 16 16440 315

T3 2,48 2,76 4,23 18,84 5,06 18 14700 310

T4 2,58 2,73 4,62 17,98 4,78 18 14842 276

T5 2,65 2,77 4,62 18,06 5,04 18 16597 320

T6 2,73 2,75 4,42 18,44 4,88 18 14370 301

T7 2,50 2,68 4,23 18,51 4,93 18 15821 367

T8 2,45 2,65 3,65 18,33 4,91 18 13360 316

T9 2,60 2,73 4,23 18,64 4,88 18 14779 295

T10 2,53 2,82 3,85 18,55 4,93 16 13900 304

T11 2,63 2,72 4,23 19,15 4,98 18 15289 302

T12 2,45 2,63 3,65 18,08 5,02 18 13290 307

T13 2,60 2,71 4,23 18,95 5,11 18 16876 345

T14 2,30 2,68 3,85 19,19 4,96 18 13972 297

CV (%) 7,07 4,69 22,23 5,33 3,90 6,26 16,50 14,58

*Não há diferença estatística entre tratamentos pelo teste de contrastes ortogonais a 5% de 
significância. Valores são a média de quatro repetições.  Fonte: E.R.Webers (2021).

Tabela 4- Valores médios de diâmetro de colmo (DC), altura de planta (AP), número de espigas (NE), 
comprimento de espiga (CE), diâmetro de espiga (DE), número de fileiras de grãos (NF), produtividade 

de grãos (PG) e massa de mil grãos (MMG).
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Para o diâmetro de colmo o tratamento T6 (Azospirilum na semente), apresentou 
uma média de 2,7 cm de diâmetro, o tratamento T14 (Bradyrhizobium + Azospirilum na 
semente), apresentou o menor diâmetro de colmo de 2,3 cm, sendo que a média geral de 
diâmetro de colmo foi de 2,5 cm. Mumbach et al. (2017) estudando o efeito de inoculação 
de Azospirilum nas sementes de milho também não obtiveram resposta para o parâmetro 
diâmetro de colmo.

Para a altura de planta as maiores médias foram registradas para o tratamento 
Testemunha NPK (T2) com 2,84 m, seguido pelo T10 (Bradyrhizobium na semente) com 
2,82 m; o T12 (Bradyrhizobium + Azospirilum 20 dias antes da semeadura) apresentou a 
menor média de altura com 2,63 m, mas sem diferir dos demais tratamentos. Cunha et 
al. (2014) observaram que a inoculação de Azospirillum brasilense não promoveu efeito 
significativo no diâmetro de colmo, na altura de inserção de espiga e na altura de planta. 
O não incremento de altura pelas bactérias é um fator positivo, uma vez que o aumento 
destes fatores pode elevar o índice de tombamento das plantas de milho (FACHINELLI et 
al., 2017).

A maior média para número de espigas foi encontrado no tratamento Testemunha 
(T2) com 4,81 espigas por metro linear, seguidos pelos tratamentos T4 e T5 (Azospirilum 
20 dias antes da semeadura e Azospirilum 30 dias antes da semeadura, respectivamente) 
com 4,62 espigas por metro linear. O menor número de espigas foi de 3,65 espigas 
por metro linar encontrado nos tratamentos T1, T8 e T12 (Controle, Bradyrhizobium 20 
dias antes da semeadura e Bradyrhizobium + Azospirilum 20 dias antes da semeadura, 
respectivamente). Resultados estes que corroboram aos de Fachinelli et al. (2017) que 
observaram que o diâmetro de colmo de milho e o número de espigas por planta não sofreu 
efeitos da inoculação, sendo estatisticamente igual a adubação nitrogenada mineral. Martins 
et al. (2016), em experimento com inoculação de A. brasilense, também não observaram 
diferenças para os parâmetros de número de espigas, massa de mil grãos, produtividade, 
altura de plantas e diâmetro de colmo. 

A massa de mil grãos variou de 367 a 276 g para os tratamentos T7 ( Bradyrhizobium 
10 dias antes da semeadura) e T4 (Azospirilum 20 dias antes da semeadura), 
respectivamente, com média entre todos os tratamentos de 315 g. Em comparação com 
o Controle (T1) a Testemunha NPK (T2) obteve uma massa de mil grãos 10% menor. O 
T13 (Bradyrhizobium + Azospirilum 30 dias antes da semeadura) apresentou uma massa 
de mil grãos 9% superior em relação ao Testemunha (T2). Em comparação ao Controle 
(T1) e o tratamento T6 (Azospirilum na semente) modalidade recomendada pela fabricante 
do inoculante, se observou uma redução de 13% na massa de mil grãos. Interações 
semelhantes foram encontradas no trabalho de Portugal et al. (2017) onde o peso de massa 
de mil grãos, apresentou resposta negativa com a inoculação da bactéria A. brasilense, 
apresentando decréscimo de 1,13% quando comparado ao tratamento sem inoculação, 
devido ao decréscimo proporcionado pela bactéria que pode ser atribuído ao fato da sua 
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nutrição heterotrófica requerer NH4
+ ou NO3

-. Segundo Sangoi et al. (2015), esse fenômeno 
ocorre porque o N mineral altera o estado fisiológico da planta e, por consequência, a sua 
associação às bactérias diazotróficas, como também, os altos teores de matéria orgânica 
do solo podem aumentar a disponibilidade de N às plantas, mitigando os benefícios da 
inoculação das sementes com A. brasilense. Entretanto, Alves et al. (2020) estudando a 
Fixação Biológica de Nitrogênio (FBN) com a inoculação de A. brasilense em conjunto 
de fertilizantes nitrogenados minerais, observou incremento para o peso de mil grãos em 
comparação ao tratamento testemunha. 

A média de produtividade de grãos de milho variou de 13360 a 16876 kg/ha para os 
tratamentos T8 e T13, respectivamente, com média para todos os tratamentos de 15025 
kg/ha. Os resultados de produtividade de grãos, para todos os tratamentos, incluindo o 
Controle (T1) se apresentou acima das médias de produção no RS, sendo está de 6652,65 
kg/ha (média das últimas 5 safras) (IBGE, 2020). 

No milho o N é absorvido em grandes quantidades e é um dos nutrientes que 
apresenta os maiores efeitos no aumento da produtividade de grãos da cultura (KAPPES 
et al., 2017). O aumento no rendimento de grãos está relacionado, de forma direta, com 
o N, sendo este um elemento essencial no cultivo de milho (BASTOS et al., 2008). De 
acordo com Neumann et al. (2005), 75% do N é translocado para o grão, devido à grande 
exportação deste nutriente do solo para a planta. 

A matéria orgânica é o principal componente do solo responsável pelo fornecimento 
de N. Quando existem bons níveis de matéria orgânica do solo é muito provável que o 
suprimento de N para o milho também seja em maior quantidade, neste experimento o 
teor de matéria orgânica foi classificada em nível médio (3,9%) (CQFS, 2016). Segundo 
Zandonadi et al. (2014), os efeitos benéficos da matéria orgânica na agricultura têm sido 
amplamente difundidos, pois incorporam ao solo elementos químicos essenciais para o 
desenvolvimento das plantas. 

A matéria orgânica do solo é advinda de compostos que possuem carbono na sua 
composição, por exemplo, resíduos culturais, sendo o principal reservatório de N no solo, 
porém não está prontamente disponível às plantas (TERÇARIOL, 2020). Essa relação com 
a matéria orgânica leva a recomendações para adubação nitrogenada baseando-se no teor 
de matéria orgânica no solo procurando estimar a disponibilidade de N às plantas (MELLO 
et al., 1989). Dessa forma, para toma da de decisão a respeito da adubação nitrogenada 
deve levar em consideração as diferentes fontes de N, época de aplicação, parcelamento, 
teor de matéria orgânica e exigência da cultura.

Outro fator que interfere na produtividade de grãos de milho é o consumo diário 
de água, que varia de 2 a 7 mm por dia, dependendo do estádio da cultura e da demanda 
atmosférica. A maior exigência ocorre durante o pendoamento e espigamento do milho, 
quando a planta tem a maior área foliar ativa (MATZENAUER et al., 1998). Desta forma, 
durante o experimento, nos estádios de crescimento e desenvolvimento das plantas a 
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precipitação foi bem distribuída com média diária de 3 mm (Figura 1), totalizando 425 mm 
durante o período experimental, o que favoreceu a cultura do milho. Essa quantidade de 
chuva, corrobora com Albuquerque (2010), o qual infere que uma cultivar de milho de ciclo 
médio, cultivado para a produção de grãos, consome em média de 380 a 550 mm de água 
em seu ciclo completo. 

Da Silva (2021) diz que a alteração de atributos físicos como a compactação do solo 
pode comprometer o desenvolvimento das culturas, no entanto, o revolvimento do solo que 
antecedeu a instalação do experimento removeu qualquer compactação na cama de 0-20 
cm da área experimental, permitindo que a cultura explorasse a referida camada de solo, 
buscando os nutrientes necessários para a produção.

É importante salientar que não houve diferença em relação a aplicação antecipada 
de inoculante ao solo em comparação a inoculação realizada na semente, se mostrando 
ser uma forma viável para o emprego deste tipo de inoculação. O que pode evidenciar que a 
produção de milho inoculado com bactérias fixadores de N antecedendo a semeadura pode 
ser uma alternativa a adubação nitrogenada as lavouras de milho em condição de solo com 
boa fertilidade, e médios teores de matéria orgânica do solo. No entanto, apesar de haver 
incremento na produtividade, esta não diferiu estatisticamente entre os tratamentos. Desta 
forma, mais trabalhos sobre este tema devem ser realizados, a fim de avaliar a eficiência 
da inoculação, coinoculação e suas interações com o ambiente.

4 |  CONSIDERAÇÕES FINAIS
A inoculação e co-incoulado com as bactérias diazotróficas, Bradyrhizobium 

japonicum e Azospirillum brasilense tanto aplicadas antecipadamente ou na semeadura 
do milho em solo com teor médio de matéria orgânica e boa disponibilidade hídrica, não 
influenciou no desenvolvimento e produção da cultura do milho.
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