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RESUMO 

 

A coinoculação das sementes de milho com rizobactérias, combinada com a aplicação 

de molibdênio nas mesmas, pode constituir-se em alternativa promissora para 

minimizar o uso da adubação nitrogenada ou potencializar seu efeito em aumentar o 

crescimento e produção das plantas como, também, reduzir os custos econômico, 

ambiental e operacional associados à esta prática. Neste sentido, o objetivo desta 

pesquisa foi avaliar os efeitos isolados e combinados de Azospirillum brasilense, 

Rhizobium tropici, nitrogênio e molibdênio no crescimento do milho. Foram realizados 

dois experimentos em casa de vegetação, sendo o primeiro na Universidade Federal 

do Acre, em Rio Branco, Acre e o segundo no Instituto Federal de Rondônia, em 

Cacoal, Rondônia, ambos no delineamento inteiramente casualizado, com cinco 

repetições. No primeiro foi avaliado o crescimento do milho variedade AL Bandeirante 

em resposta a tratamentos dispostos em esquema fatorial 2 x 2 x 2 x 5 caracterizado 

pela ausência e presença de Azospirillum brasilense, Rhizobium tropici e nitrogênio 

como, também, a cinco doses de molibdênio. No segundo avaliou-se o crescimento 

do milho híbrido duplo AG 1051 com tratamentos distribuídos em esquema fatorial 

2 x 2 x 2 x 2 definido pela ausência e presença de Azospirillum brasilense, 

Rhizobium tropici, molibdênio e nitrogênio. As variáveis avaliadas em ambos 

experimentos foram altura da planta, diâmetro basal do colmo, nitrogênio acumulado 

na parte aérea e massas secas da folha, colmo, parte aérea, raiz e total. No milho 

AL Bandeirante não foi observado efeito isolado e/ou combinado do molibdênio em 

qualquer variável. Porém, quando não se efetuou a adubação nitrogenada, tanto a 

inoculação das sementes com Azospirillum brasilense como a coinoculação deste 

com Rhizobium tropici foram eficientes em aumentar o crescimento das plantas. 

Também se verificou que a adubação nitrogenada do solo na semeadura foi menos 

eficiente em promover o crescimento das plantas do que quando combinada à 

inoculação das sementes com Rhizobium tropici. No milho AG 1051 a inoculação das 

sementes com Azospirillum brasilense potencializou o efeito da adubação nitrogenada 

em aumentar a quantidade de nitrogênio acumulada na parte aérea das plantas. 

Além disso, tanto Azospirillum brasilense quanto Rhizobium tropici, combinados com 

a adubação molíbdica, foram eficientes em aumentar o acúmulo de nitrogênio na 

parte aérea do milho. 

 

Palavras-chave: Zea mays. RPCPs. Coinoculação. FBN. Fertilizantes químicos.  



 

ABSTRACT  

 

The co-inoculation of corn seeds with rhizobacteria, combined with the application of 

molybdenum in them, may be a promising alternative to minimize the use of nitrogen 

fertilization or potentiate its effect in increasing plant growth and production, as well 

as reducing economic, environmental and operational costs associated with this 

practice. In this sense, the objective of this research was to evaluate the isolated and 

combined effects of Azospirillum brasilense, Rhizobium tropici, nitrogen and 

molybdenum on maize growth. Two experiments were carried out under greenhouse 

conditions, the first being at the Federal University of Acre, in Rio Branco, Acre and 

the second at the Federal Institute of Rondônia, in Cacoal, Rondônia, both in a 

completely randomized design with five replications. In the first one, the growth of the 

variety AL Bandeirante was evaluated in response to treatments arranged in a 2 x 2 x 

2 x 5 factorial scheme characterized by the absence and presence of Azospirillum 

brasilense, Rhizobium tropici and nitrogen as well as five doses of molybdenum. The 

second one evaluated the growth of double hybrid corn AG 1051 with treatments 

distributed in a 2 x 2 x 2 x 2 factorial scheme defined by the absence and presence of 

Azospirillum brasilense, Rhizobium tropici, molybdenum and nitrogen. The variables 

evaluated in both experiments were plant height, stem basal diameter, accumulated 

nitrogen in shoot and dry leaf mass, shoot, shoot, root and total. In the AL Bandeirante 

corn, no isolated and / or combined molybdenum effect was observed in any variable. 

However, when the nitrogen fertilization was not carried out, both the inoculation of 

the seeds with Azospirillum brasilense and its co-inoculation with Rhizobium tropici 

were efficient in increasing the growth of the plants. It was also verified that the 

nitrogen fertilization of the soil at sowing was less efficient in promoting the growth of 

the plants than when combined with the inoculation of the seeds with Rhizobium 

tropici. In AG 1051 maize seed inoculation with Azospirillum brasilense potentiated 

the effect of nitrogen fertilization on increasing the amount of nitrogen accumulated in 

the aerial part of the plants. In addition, both Azospirillum brasilense and Rhizobium 

tropici, combined with the molybdenum fertilization, were efficient in increasing the 

accumulation of nitrogen in the aerial part of the corn. 

 

Key-words: Zea mays. PGPR. Co-inoculation. BNF. Chemical fertilizers. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O milho (Zea mays) é utilizado mundialmente para a alimentação humana e 

nutrição animal como uma fonte energética devido à alta concentração de carboidrato, 

sendo que a massa total do grão é constituída predominantemente por amido. Além 

disso, apresenta importância social em razão da demanda de trabalhadores no 

cultivo que é realizado tanto na agricultura familiar quanto no agronegócio. 

No Brasil o custo de produção do milho é elevado, sendo que dos insumos 

utilizados os fertilizantes normalmente correspondem ao maior percentual. Entre os 

principais nutrientes requeridos pelas plantas está o nitrogênio. Segundo Cantarella 

(2007) para a faixa de produtividade de 3 a 12 t.ha-1 a quantidade de N extraído pelas 

plantas é de 84 a 336 kg.ha-1. Quando os adubos nitrogenados são aplicados ao 

solo o nitrogênio apresenta possibilidades de perdas, principalmente, por volatilização 

e lixiviação. Além disso, o processo industrial de síntese de adubos nitrogenados é 

complexo e demanda alto gasto energético. Neste sentido, são utilizados derivados 

do petróleo, fontes não renováveis (MARIN et al., 1999).  

A fixação biológica de nitrogênio (FBN) representa uma alternativa menos 

impactante ao ecossistema do que a obtenção de adubos nitrogenados por via 

industrial. Este processo biológico é realizado por bactérias diazotróficas que fixam 

nitrogênio atmosférico. O milho, por exemplo, é uma poácea que pode ser beneficiada 

pela FBN por meio da ação de bactérias associativas como Azospirillum brasilense. 

Este microrganismo disponibiliza ao milho apenas parte do N fixado. Entretanto, 

além da atividade diazotrófica pode ter ação, também, de rizobactéria promotora do 

crescimento das plantas (RPCPs). As atividades dos microrganismos denominados 

RPCPs podem incluir diversos mecanismos como solubilização de fosfato, produção 

de fitohormônios e biocontrole de fitopatógenos. Portanto, esse processo biológico 

pode contribuir para reduzir os custos com adubos nitrogenados. 

Os microrganismos edáficos são diversificados e dificilmente ocorrem de forma 

isolada. Esta situação possibilita a interação entre diferentes organismos que produzem 

inúmeros efeitos nas plantas. A diversificação de microrganismos potencialmente 

benéficos aos vegetais, promovida de forma seletiva por meio da coinoculação de 

bactérias, vem sendo explorada (DARTORA et al., 2016b; MAZZUCHELLI et al., 2014) 

para aumentar a eficiência da fixação biológica do nitrogênio no milho e também o 

crescimento e produção das plantas. Relacionado a isto, bactérias diazotróficas como 
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Rhizobium tropici, por exemplo, que é recomendada para a FBN em feijoeiro pode, 

também, apresentar ação como RPCPs, contribuindo no crescimento de poáceas como 

o milho. Dessa forma, a coinoculação de Azospirillum brasilense e Rhizobium tropici 

pode aumentar o crescimento das plantas e a disponibilidade de N para as mesmas. 

O aproveitamento do nitrogênio pelo milho, disponibilizado via FBN e por meio 

da adubação nitrogenada, pode ser potencializado pela coinoculação de RPCPs, 

assim como pela aplicação de micronutrientes como o molibdênio. Esse elemento 

participa da composição e ativação das enzimas nitrogenase, envolvida na FBN e 

redutase do nitrato que viabiliza o aproveitamento do N pela planta. Dessa forma, o 

acúmulo de N pelo milho pode aumentar devido à disponibilidade desse micronutriente 

que propicia a utilização do nitrogênio atmosférico e contribui na assimilação do N na 

forma de nitrato.  

A utilização conjunta de molibdênio e rizobactérias pode contribuir para o 

crescimento do milho, além de apresentar viabilidade econômica e acessibilidade 

aos agricultores reduzindo, também, o consumo de adubos nitrogenados cujo uso 

pode ter efeitos negativos no meio ambiente. Por outro lado, o uso combinado 

desses fatores pode potencializar o efeito da adubação nitrogenada. Diante disso, o 

objetivo da pesquisa foi avaliar os efeitos isolados e combinados de Azospirillum 

brasilense, Rhizobium tropici, nitrogênio e molibdênio no crescimento do milho.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA  

 

Fatores bióticos, abióticos e de manejo interferem no crescimento, 

desenvolvimento e produção do milho, sendo recomendado, portanto, o uso de 

técnicas que garantam rendimentos sustentáveis e satisfatórios (CRUZ et al., 2010). 

Para o milho, Azospirillum brasilense por meio da FBN e ação como RPCPs, pode 

contribuir para aumentar a produtividade da cultura, reduzir o consumo de adubo 

nitrogenado e/ou potencializar seu efeito (KANEKO et al., 2015). Com estes mesmos 

objetivos, podem ser utilizados na cultura micronutrientes como o molibdênio e 

outras espécies de bactérias diazotróficas, por exemplo, rizóbios (HOSSAIN; 

MARTENSSON, 2008; BROCH; RANNO, 2016).  

 

2.1 MILHO  

 

O milho apresenta metabolismo fotossintético C4 o que o torna eficiente no 

uso de CO2 e no aproveitamento da radiação solar (CRUZ et al., 2011). Condições 

climáticas como luminosidade, temperatura e precipitação também interferem no 

crescimento, desenvolvimento e produção dessa espécie. Além disso, atributos 

químicos, físicos e biológicos do solo devem ser satisfatórios para atender a demanda 

dessa poácea (LANDAU et al., 2009).  

 

2.1.1 Aspectos botânicos 

 

O milho apresenta como ancestral o teosinto que é encontrado na América 

Central e corresponde a uma poácea com várias espigas. A seleção da espécie 

ocorreu de forma artificial, realizada pelo homem por meio visual, com objetivos de 

atingir altas produtividades, obter resistência a doenças e ter capacidade de 

adaptação (MARQUES, 2016). Botanicamente pertence à divisão Anthophyta, classe 

Monocotiledonae, ordem Poales, família Poaceae, subfamília Panicoideae, tribo 

Maydeae, gênero Zea, espécie Zea mays (PINHO et al., 2015). 

 Apresenta monoicia, órgãos femininos (espiga) e masculinos (pendão) na 

mesma planta em inflorescências diferentes. A seleção natural e a domesticação 

resultou em uma espécie anual e ereta, sendo que a altura depende da cultivar, 

podendo ter características vegetativas e reprodutivas modificadas por interações 

genótipo/ambiente (MAGALHÃES et al., 2002).  
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 A semente é um fruto do tipo cariopse, constituído de pericarpo, endosperma 

e embrião (BARROS; CALADO, 2016). A raiz é fasciculada, primária e adventícia, 

sendo que a maior concentração dessas ocorre nos primeiros 30 cm (VIEIRA 

JÚNIOR, 1999). O caule é um colmo ereto com nós e entrenós cujo número pode 

variar de 10 a 25. Apresenta folhas alternadas com inserção em nós e bainha 

(PINHO et al., 2015). A inflorescência masculina é uma panícula e a feminina é 

espiga axilar (BARROS; CALADO, 2016). 

 

2.1.2 Estádios fenológicos 

 

 O milho apresenta duas fases, sendo vegetativa e reprodutiva. A primeira é 

composta dos seguintes estádios: emergência (VE), V1 (1 folha) a Vn (número da 

última folha expandida) e pendoamento (VT). A segunda é constituída de: florescimento 

(R1), grão leitoso (R2), grão pastoso (R3), grão farináceo (R4), grão farináceo-duro 

(R5) e maturidade fisiológica (R6) (RITCHIE et al., 2003). 

A germinação do milho ocorre em condições ideais de temperatura e umidade 

do solo (BERGAMASCHI; MATZENAUER, 2014). Essa etapa é desencadeada pela 

embebição e absorção de oxigênio, podendo ter a duração influenciada pela 

profundidade de semeadura (FANCELLI, 2015). Neste sentido, a emergência ocorre 

entre quatro a cinco dias após a semeadura por meio do crescimento do mesocótilo 

que é uma estrutura localizada entre a semente e o primeiro nó (WEISMANN, 2016). 

 A fase vegetativa do milho é definida pela formação visível de um colar da 

bainha foliar com o colmo, sendo que essa condição permite avaliar o número de 

folhas expandidas (FANCELLI, 2015). Assim, os estádios de V1 a Vn são definidos 

pela contagem das folhas e caracterizados por períodos de tempo que podem variar 

a depender do genótipo e das condições ambientais (CRUZ et al., 2008a).  

O pendoamento, denominado também de VT, inicia quando o último rácemo 

do pendão está totalmente visível. Nessa etapa do desenvolvimento a planta atingirá 

aproximadamente a altura máxima e terá início a polinização (RITCHIE et al., 2003). 

Além disso, neste estádio todas as folhas estarão expostas, sendo que perdas intensas 

destas podem resultar em redução da produção de grãos (WEISMANN, 2016). 

 A fase reprodutiva inicia no estádio fenológico R1 por meio da polinização e 

determinação do número de óvulos fertilizados. No R2 a espiga está próxima do 

tamanho máximo, ocorrendo início do acúmulo de amido e consequente matéria seca 

pelos grãos (RITCHIE et al., 2003). O próximo estádio é o R3 em que há definição dos 
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grãos e a densidade desses corresponde a aproximadamente 80% de umidade. 

Posteriormente, em R4 os grãos estão com cerca da metade da massa que vão atingir 

na maturidade e, em R5, há a formação do “dente”, apresentando transição de pastoso 

para farináceo. O R6 é denominado de maturidade fisiológica, sendo que neste ocorre 

paralisação do acúmulo de massa nos grãos (MAGALHÃES; DURÃES, 2006). 

 

2.1.3 Demanda nutricional 

 

No milho os macronutrientes absorvidos em maiores quantidades, em ordem 

crescente, são: nitrogênio, potássio, cálcio, magnésio e fósforo (COELHO; RESENDE, 

2008). Segundo Coelho e França (2016) a translocação de macronutrientes para as 

sementes ocorre aproximadamente nas seguintes proporções: fósforo (85%), nitrogênio 

(75%), enxofre (60%), magnésio (50%), potássio (25%) e cálcio (12,5%).  

O nitrogênio estimula o crescimento da parte aérea e das raízes das plantas, 

sendo que a influência nessa última estrutura é em função de participar da síntese 

de citocinina. Portanto, esse nutriente é fundamental no estádio V4, uma vez que, o 

sistema radicular está em amplo desenvolvimento (FORNASIERI FILHO, 2007).  

O fósforo é translocado em maior percentual para a composição das sementes 

(CANTARELLA; DUARTE, 2014). De acordo com Veloso et al. (2012) há aumento 

de produtividade com o incremento dos níveis de fósforo, independente da fonte e 

forma de aplicação. Porém, Frandoloso et al. (2010) observaram maiores teores de 

P no tecido foliar quando foi utilizado superfosfato triplo. 

O potássio é absorvido em maior quantidade no período de 30 a 40 dias de 

desenvolvimento da planta (COELHO et al., 2011). Rodrigues et al. (2014) verificaram 

que doses crescentes até 120 kg.ha-1 de K2O aumentam o nível do potássio nas 

folhas e o teor de clorofila nas plantas. Contudo, os autores constataram que a 

máxima produtividade ocorreu com a aplicação de 83,5 kg.ha-1 de K2O. 

 Embora os micronutrientes sejam necessários em pequenas quantidades a 

deficiência destes é considerada fator limitante para o milho (COELHO, 2006). 

Leite et al. (2003) observaram incremento de matéria seca e teores foliares dos 

micronutrientes B, Zn, Cu e Mn em plantas de milho por meio da aplicação destes 

ao solo.  

 A disponibilidade de nutrientes no ambiente edáfico é influenciada também 

pela acidez e alta concentração de Al trocável que limita o desenvolvimento da planta 

e a produção agrícola (CAIRES, 2013). Porém, esses fatores podem ser superados 
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pela prática da calagem que corrige a acidez do solo, eleva o pH, disponibiliza cálcio 

e magnésio contribuindo, ainda, para o aumento dos níveis de alguns nutrientes na 

solução do solo (VERGÜTZ; NOVAIS, 2015). Melo et al. (2011) realizaram estudo 

acerca da calagem e níveis de enxofre em milho e observaram que as doses mais 

elevadas de calcário tiveram efeito residual para Ca e Mg. Os autores verificaram 

também que todos os macronutrientes e alguns micronutrientes (Mn, Zn e Fe) 

aumentaram o teor na massa seca da planta, apresentando resposta quadrática de 

acordo com os níveis de calcário. 

 

2.2 NITROGÊNIO 

  

 O nitrogênio compõe proteínas, enzimas, coenzimas, ácidos nucléicos, 

clorofilas e está relacionado, principalmente, ao cloroplasto na planta (FORNASIERI 

FILHO, 2007). Dessa forma, para a metabolização de diversos compostos é essencial 

à disponibilidade do N, uma vez que, o mesmo está relacionado ao crescimento, 

desenvolvimento e rendimento de grãos (FRANÇA et al., 2011).  

As plantas absorvem o nitrogênio como amônio (NH4
+) e nitrato (NO3

-) que 

representam valor inferior a 2% do N total do solo, sendo que maior quantidade desse 

elemento está presente na matéria orgânica (FORNASIERI FILHO, 2007). A entrada 

de nitrogênio no solo pode ocorrer por deposições atmosféricas de formas combinadas 

de N (NH4
+, NO3

-, NO2
-), via FBN e por meio da adição de fertilizantes nitrogenados. 

Por outro lado, as saídas ocorrem pelo processo de volatilização de amônia (NH3), 

desnitrificação (N2, N2O) e lixiviação de nitrato (NO3
-) (CANTARELLA, 2007). 

A absorção de nitrogênio pelo milho é superior nos estádios fenológicos de seis 

folhas expandidas ao pendoamento, sendo que 70% desse nutriente é absorvido até o 

estádio VT (COELHO, 2016). Portanto, quantidades adequadas de N propiciam o 

crescimento vegetativo e estão relacionadas à resposta positiva dos componentes 

de produção como massa, grãos e comprimento da espiga (FERREIRA et al., 2010). 

Cruz et al. (2008b) avaliaram o efeito de níveis de nitrogênio no crescimento do milho e 

observaram que doses superiores a 90 e 85 kg.ha-1 não contribuem para o aumento da 

altura e diâmetro do colmo das plantas, respectivamente.  

O nitrogênio pode ser disponibilizado no solo via compostos orgânicos e/ou 

adubos sintéticos. Para esta última forma há diferentes fontes comerciais como a 

ureia, por exemplo, que é o principal adubo nitrogenado sólido usado no Brasil 

(CANTARELLA; DUARTE, 2014). Souza et al. (2011) não constataram diferenças de 
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produtividade de milho em resposta a aplicação de sulfonitrato de amônio, sulfato de 

amônio e ureia. Carmo et al. (2012) também verificaram resultados similares para 

variáveis de crescimento e rendimento quando utilizaram diferentes fontes de N. 

 A aplicação de adubo nitrogenado na cultura do milho pode ser realizada antes 

da semeadura, simultânea a esta e em cobertura (COELHO, 2016). Meira et al. (2009) 

verificaram que a produtividade de milho aumentou quando foram aplicados níveis 

de 30 a 120 kg.ha-1 de nitrogênio em cobertura. Queiroz et al. (2011) observaram que 

120 kg.ha-1 de N em cobertura proporcionou maior retorno econômico. Gomes et 

al. (2007) constataram aumento no rendimento de grãos a medida que se elevou as 

doses de nitrogênio até 150 kg.ha-1. 

Adubos nitrogenados podem ser aplicados por incorporação, a lanço na 

superfície do solo e via foliar (COELHO, 2016). Deuner et al. (2008) constataram que 

essa última forma de disponibilização de nitrogênio aumentou a altura da planta e a 

concentração de nitrogênio no milho. Contudo, os autores ressaltam que esse método 

deve ser utilizado como complementar e não como único modo de disponibilizar esse 

nutriente para as plantas.  

No solo podem ocorrer perdas de nitrogênio em função do comportamento 

dinâmico desse elemento no ambiente edáfico. Assim, com o objetivo de minimizar 

esta situação, reduzir custos de produção e ter os benefícios do nutriente para a 

planta é que pesquisas quanto ao método de aplicação dos adubos nitrogenados 

têm sido realizadas (ARATANI et al., 2006; BIESDORF et al., 2016). Dessa forma, 

Calonego et al. (2012) analisaram a aplicação de nitrogênio via foliar em milho, 

utilizando duas fontes e quatro níveis de N e verificaram que as doses de ureia não 

tiveram efeito na altura e diâmetro das plantas. Por outro lado, sulfato de amônio 

ocasionou redução linear do crescimento. 

O nitrogênio pode se tornar um poluente ambiental quando disponibilizado em 

quantidades excessivas no solo com consequente formação, por exemplo, de 

diferentes compostos como NH3, N2O e NO3
- que quando saem do sistema por meio 

dos processos de volatilização (NH3), desnitrificação (N2O) e lixiviação (NO3
-) podem 

desencadear a poluição das águas subterrâneas e/ou superficiais, destruição da 

camada de ozônio e contribuir, também, para intensificação do efeito estufa 

(CARVALHO; ZABOT, 2012; GARCIA et al., 2013). A preocupação quanto ao impacto 

dos fertilizantes nitrogenados no meio ambiente tem sido objeto de várias pesquisas 

(ABDALLA et al., 2016; SIGNOR et al., 2013; ZHANG et al., 2017). 
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2.3 MOLIBDÊNIO 

 

A deficiência de molibdênio nas plantas é limitante, uma vez que, este atua na 

composição e atividade de enzimas como a nitrogenase, indispensável para a fixação 

biológica de nitrogênio, e redutase do nitrato, essencial para o aproveitamento do 

nutriente absorvido pela planta (VIEIRA, 2006).  

Na solução do solo o molibdênio ocorre como molibdato (MoO4
2-), forma 

química em que é absorvido pelas plantas. A disponibilidade desse micronutriente 

pode aumentar com a elevação do pH (ABREU et al., 2007). Segundo Sfredo e 

Oliveira (2010) a absorção de MoO4
2- ocorre quando o pH é igual ou maior que 5,0. 

Neste sentido, Primavesi (2002) destaca que quando é realizada a calagem o 

molibdênio fixado é mobilizado e torna-se disponível no meio.  

Por ser indispensável ao processo de assimilação do nitrato a deficiência de 

molibdênio pode ser negativa ao metabolismo do nitrogênio (TAIZ; ZEIGER, 2009). 

Apesar da demanda desse micronutriente pelos vegetais ser baixa, a ausência do 

mesmo compromete o crescimento, desenvolvimento e produção (FAVARIN et al., 

2008). No milho Valentini et al. (2005) observaram acréscimos no teor de nitrogênio nas 

folhas quando realizada a adubação molíbdica e aplicação de 50 kg.ha-1 de nitrogênio. 

A forma de aplicação dos micronutrientes é abordada em diferentes culturas 

(ASCOLI et al., 2008; DOURADO NETO et al., 2012; VAZQUEZ; SANCHES, 2010). 

No milho a adubação molíbdica pode ser realizada nas sementes, diretamente no 

solo ou via foliar (TEIXEIRA, 2006). Para Pereira (2010) as três formas são 

equivalentes. Entretanto, a primeira resulta em maior eficiência na utilização de 

molibdênio pela planta. Porém, segundo Pereira et al. (2012), doses crescentes de 

molibdênio via sementes de milho podem comprometer a qualidade fisiológica destas. 

Segundo Cruz et al. (2008a) a demanda de molibdênio no milho é de 9 g.ha-1 

para atingir produtividade de 9 t.ha-1. Porém, a adubação molíbdica tem apresentado 

resposta econômica e técnica para híbridos altamente produtivos quando utilizados 

de 10 a 20 g.ha-1 de Mo (BROCH; RANNO, 2016). Contudo, entre outros fatores, a 

quantidade de molibdênio disponível no solo e a época de aplicação deste elemento 

podem, também, influenciar nos resultados (GASPARETO et al., 2014). 

De acordo com Santos (2008) quando o molibdênio é utilizado em doses 

inferiores à demanda do milho este pode não funcionar como catalisador e tampouco 
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como ativador da redutase do nitrato, causando prejuízos na assimilação de nitrogênio 

pela planta. Caioni (2015) constatou produtividade superior de milho quando utilizado 

30 g.ha-1 de molibdênio via foliar. Porém, com a aplicação de 90 g.ha-1 Ferreira et 

al. (2001) observaram elevação no teor de proteínas nos grãos, atribuindo esse 

resultado a participação do elemento no metabolismo do N por meio do aumento da 

atividade da enzima redutase do nitrato.  

 

2.4 FIXAÇÃO BIOLÓGICA DE NITROGÊNIO 

 

O nitrogênio representa 78% da composição do ar atmosférico onde está na 

forma de gás N2. Contudo, não é prontamente disponível para as plantas (SANTOS et 

al., 2008). No entanto, bactérias diazotróficas podem por meio da fixação biológica 

de nitrogênio (FBN) disponibilizar esse nutriente para fabáceas, assim como para 

poáceas (MOREIRA et al., 2013a; OLIVEIRA et al., 2008). 

A fixação do nitrogênio atmosférico também pode ocorrer em baixas quantidades 

por meio da ação de raios. Outra forma é pelo procedimento industrial denominado 

de Haber-Bosch que transforma nitrogênio gasoso em amônia. Porém, o processo é 

oneroso, uma vez que, os custos de produção são elevados para romper a tripla 

ligação que une os dois átomos da molécula de N2, sendo necessárias temperatura e 

pressão elevadas que são obtidas por derivados de petróleo (ARAÚJO; HUNGRIA, 

1994). No entanto, a FBN utiliza energia metabólica derivada da fotossíntese, sendo o 

processo caracterizado como renovável (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). 

A FBN, processo biológico, depende de microrganismos diazotróficos que 

possuem a enzima nitrogenase que é constituída por duas unidades básicas de Fe-

proteína e Fe-Mo-proteína (MOREIRA et al., 2013a). Esta enzima apresenta alta 

sensibilidade ao oxigênio, condicionando a fixação de N2 ser em baixas concentrações 

de O2. Assim, bactérias diazotróficas aeróbias desenvolveram diversos mecanismos 

para possibilitar a atividade da enzima (REIS; TEIXEIRA, 2016). A nitrogenase atua 

por meio da quebra da ligação entre os átomos de nitrogênio em condições de 

temperatura ambiente e pressão normal (SANTOS et al., 2008).  

A FBN pode ser realizada por microrganismos de vida livre, associativos e 

simbióticos (MOREIRA et al., 2013b). O processo da FBN realizado por bactérias 

endofíticas e associativas é semelhante ao das simbióticas, uma vez que, ocorre pelo 
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complexo da nitrogenase. Porém, os dois primeiros grupos liberam à planta apenas 

uma parte do nitrogênio fixado (HUNGRIA, 2011).  

As bactérias diazotróficas de vida livre colonizam a superfície das raízes, 

sendo exemplo Azotobacter paspali. As associativas podem ser endofíticas facultativas, 

uma vez que, habitam interna e/ou externamente o sistema radicular, incluindo algumas 

espécies do gênero Azospirillum. Além dessas, existem as obrigatórias que sobrevivem 

no interior da planta e compreendem, entre outras, Acetobacter diazotrophicus, 

Herbaspirillum spp. e Azoarcus spp. (BALDANI et al., 1997).  

Na adubação nitrogenada via fertilizantes sintéticos ocorre perda considerável 

de N. Porém, a FBN é eficiente no aproveitamento desse elemento (ARAÚJO; 

CARVALHO, 2006). Esse processo disponibiliza N às plantas propiciando, também, 

benefícios econômicos devido à redução dos gastos com adubos nitrogenados. 

Além disso, contribui para o aumento da produção sem ocasionar impactos negativos 

aos agroecossistemas. Portanto, a prática da inoculação de sementes com bactérias 

fixadoras de N pode ser considerada sustentável (MOREIRA et al., 2013b). 

 

2.5 RIZOBACTÉRIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO DE PLANTAS  

 

A rizosfera, também denominada de espaço densamente enraizado do solo, 

abriga microrganismos que utilizam para sobrevivência substâncias liberadas pelas 

raízes como aminoácidos, hormônios, vitaminas e ácidos orgânicos (MOREIRA; 

SIQUEIRA, 2006). Dessa forma, alguns grupos podem estabelecer associação com 

vegetais pela colonização do sistema radicular, resultando em benefícios para a 

produção agrícola (ANDREOTE et al., 2008). Entre esses microrganismos estão as 

rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCPs). Como exemplo destas 

destaca-se: Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, Azospirillum brasilense, 

Bacillus subtilis e Bacillus megaterium (MELO, 1998). 

 Entre os benefícios das RPCPs citam-se, por exemplo, a produção de 

reguladores do crescimento vegetal, FBN, solubilização de nutrientes e biocontrole 

de fitopatógenos (MENDONÇA, 2006). Neste sentido, a ação das RPCPs pode ser 

uma alternativa para a agricultura sustentável, uma vez que, contribui para o 

aumento da produção agrícola, redução de gastos com insumos e minimização de 

impactos ambientais (MOREIRA et al., 2013a).  
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A produção de sideróforos, quelantes de baixa massa molecular e que atuam 

no transporte de ferro, é outra contribuição das RPCPs (BENITE et al., 2002). De 

acordo com Moreira et al. (2013b) a formação de sideróforos reduz a disponibilidade 

de Fe para fitopatógenos, limitando a sobrevivência desses organismos. Fedrizzi (2006) 

identificou a produção de sideróforos por isolados bacterianos, principalmente dos 

gêneros Pseudomonas e Bacillus. 

Carvalho et al. (2009) constataram que bactérias como Bacillus cereus, Bacillus 

pumillus e Bacillus megaterium promoveram o crescimento de coleóptilos de trigo. 

De acordo com esses autores este resultado deve-se à produção de fitohormônios por 

essas espécies. Segundo Szilagyi-Zecchin et al. (2014) Bacillus sp. e Enterobacter 

sp., presentes em raízes de milho, produziram ácido indolacético (AIA), apresentaram 

capacidade diazotrófica e redução do crescimento de fungos. Pedrinho et al. (2010) 

em pesquisa sobre a atividade de microrganismos na rizosfera de milho identificaram 

a ocorrência dos gêneros Bacillus, Burkholderia, Sphingomonas, Pantoea e Azospirillum 

com potencial ação de RPCPs. 

Os benefícios das RPCPs também foram constatados por Araújo et al. (2012) 

ao utilizarem isolados de Bacillus sp. em Brachiaria brizantha e observarem que todos 

foram antagônicos ao menos a um tipo de fungo patogênico. Além disso, verificaram 

que bactérias existentes nas raízes de Brachiaria podem promover o crescimento de 

plantas devido à produção de fosfatase e AIA. Segundo Hungria (2011) compostos 

que promovem o crescimento dos vegetais podem ser produzidos por diferentes 

espécies de RPCPs como, por exemplo, Azospirillum brasilense.  

Na rizosfera há, também, as rizobactérias deletérias do crescimento das 

plantas (RDCPs). Esse grupo pode, em função de modificações do ambiente, 

predominar e prejudicar o crescimento, desenvolvimento e a produtividade das 

culturas. Os efeitos negativos ocorrem por meio da produção de fitotoxinas, 

competição por nutrientes e inibição de fungos micorrízicos (NEHL et al., 1997). 

Neste sentido, Song et al. (2007) observaram, por exemplo, competição por nitrogênio 

entre microrganismos do solo e plantas. 

Segundo Mendonça (2006) há poucas rizobactérias que quando em 

associação com o sistema radicular das plantas apresentam potencial para 

interações mútuas por meio de ações benéficas ao crescimento e produção dos 

vegetais que incluem a produção de fitohormônios, solubilização de nutrientes e 

controle de organismos patogênicos. Além disso, para Martínez-Viveros et al. (2010) 
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há a necessidade de pesquisas para compreensão da ecologia das RPCPs, 

principalmente as introduzidas ao solo via inoculantes, e a interação dessas com os 

demais microrganismos da rizosfera. 

 

2.6 Azospirillum brasilense 

 

 Da mesma forma que nas fabáceas a FBN também pode constituir-se em 

alternativa para minimizar o uso de adubos nitrogenados sintéticos em poáceas. 

Bactérias do gênero Azospirillum constituem o grupo de microrganismos que mais 

contribui nesse aspecto (ARAÚJO, 2008). Algumas espécies são descritas como 

microaerofílicas por realizarem a fixação do N2 por meio de mecanismo de locomoção 

de células que envolvem movimentos ondulatórios rápidos para locais com baixa 

concentração de oxigênio, visando não comprometer a atividade da nitrogenase 

(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).  

Azospirillum brasilense é uma bactéria diazotrófica associativa, caracterizada 

morfologicamente como bastonete curvo, móvel, com 1 x 3 a 5 μm (DÖBEREINER et 

al., 1995). As estirpes que constitui os inoculantes biológicos comercializados para 

poáceas no Brasil são Ab-V5 e/ou Ab-V6 (HUNGRIA et al., 2010). Relacionado à 

forma de aplicação do inoculante contendo Azospirillum brasilense Müller et al. (2012) 

compararam a inoculação nas sementes e via sulco de semeadura e não verificaram 

diferenças entre ambas as formas. Kappes et al. (2013) aplicaram o produto microbiano 

via foliar e não observaram efeitos nas variáveis avaliadas. 

 Segundo Bertoglio Júnior et al. (2014) a quantidade de inoculante a base de 

Azospirillum brasilense aplicado no milho interfere na eficiência do processo, uma 

vez que, observaram resposta linear positiva de variáveis de crescimento e  

desenvolvimento com 0, 2, 4, 6 e 8 mL do produto para 1000 sementes. Peres et 

al. (2013) constataram que 400 mL.ha-1 de inoculante associado a 30,9 kg.ha-1 de 

nitrogênio em cobertura resultou em maior produtividade do milho. 

Segundo Piccinin et al. (2015) a utilização de produtos com Azospirillum 

brasilense não substitui totalmente a adubação nitrogenada em milho, sendo 

recomendável à inoculação associada à aplicação de adubos nitrogenados sintéticos. 

Contudo, Müller (2013) verificou que a inoculação e doses de N apresentaram 

resultados independentes para variáveis de crescimento e de rendimento. Repke et 
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al. (2013) também não verificaram interação entre os dois fatores e nem tampouco 

efeito isolado do microrganismo. Por outro lado, Roesch et al. (2006) observaram 

que no crescimento inicial do milho a colonização por bactérias diazotróficas reduziu 

com o aumento da fertilização mineral de N. Lana et al. (2012) constataram redução 

de N foliar no milho quando aplicaram 20 kg.ha-1 de N na semeadura associado a 

inoculação de Azospirillum brasilense. 

Os resultados de pesquisas quanto ao uso de bactérias fixadoras de nitrogênio 

via inoculante em poáceas são diferenciados devido às interações com fatores 

bióticos e abióticos (REIS, 2007). Neste sentido, estudos realizados por Pereira et 

al. (2015) constataram que genótipos de milho tiveram respostas diferentes para as 

variáveis de crescimento e teor de nitrogênio foliar devido a associação de Azospirillum 

brasilense e fertilizantes nitrogenados. Os autores também observaram, que a utilização 

do inoculante nas sementes não interfere na qualidade fisiológica das mesmas 

representando, ainda, maior praticidade na aplicação do produto. 

O incremento de variáveis relacionadas ao crescimento, desenvolvimento e 

produtividade do milho em função do uso de Azospirillum brasilense foi verificado por 

Braccini et al. (2012), Costa et al. (2015), Marini et al. (2015), Novakowiski et 

al. (2011) e Quadros et al. (2014). Porém, Cunha et al. (2014), Morais et al. (2015) e 

Müller et al. (2016) não verificaram aumento de variáveis como a altura da planta, 

diâmetro do colmo e N foliar no milho em resposta a Azospirillum brasilense. 

 

2.7 RIZÓBIOS  

 

Espécies de bactérias pertencentes à família Rhizobiaceae são coletivamente 

denominadas de rizóbios (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Dentre estes, os gêneros 

que se destacam são Bradyrhizobium e Rhizobium. Os mesmos promovem nodulação 

em espécies de plantas da família Fabaceae como a soja (Bradyrhizobium elkanii e 

Bradyrhizobium japonicum) e feijoeiro (Rhizobium tropici) (CASSINI; FRANCO, 2006; 

HOFFMANN, 2007). 

A presença de Rhizobium tropici nos tecidos internos do milho cultivado em 

sucessão ao feijoeiro foi observada por Rosenblueth e Romero (2004). Marks et 

al. (2013) e Marks et al. (2015) observaram que metabólitos de Rhizobium tropici 

apresentaram efeito positivo no crescimento de plantas de milho. 
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Embora os rizóbios propiciem a FBN em fabáceas em outras famílias podem 

atuar como RPCPs (HOSSAIN; MARTENSSON, 2008). Dessa forma, Tan et al. (2014) 

constataram que entre outros gêneros de rizobactérias Bradyrhizobium e Rhizobium 

promoveram o crescimento de mudas de arroz. Para os autores as contribuições 

ocorreram por meio da FBN, solubilização de fósforo e potássio e produção de 

fitohormônios, sideróforos e enzimas de hidrólise.  

Segundo Osório Filho et al. (2016) a utilização de rizóbios em cultivo de 

espécies não pertencentes às fabáceas não visa substituir a adubação nitrogenada 

mas, estimular e promover o crescimento das plantas. De acordo com os autores, 

tais bactérias podem aumentar o aproveitamento do nitrogênio aplicado via adubos 

nitrogenados, garantindo maior eficiência da fertilização mineral. Dessa forma, 

Dartora et al. (2016a) verificaram que o uso de um isolado de Rhizobium  sp. associado 

a 30 kg.ha-1 de N na semeadura do milho resultou em rendimento equivalente a 

aplicação de 160 kg.ha-1 de adubo nitrogenado. Para Bécquer et al. (2011) e Hahn et 

al. (2013) a inoculação de rizóbio em milho pode aumentar o crescimento das 

plantas, mas a magnitude desse efeito dependerá do genótipo do vegetal e do 

gênero do microrganismo. 

 

2.8 COINOCULAÇÃO 

 

A coinoculação consiste na aplicação simultânea de diferentes espécies de 

microrganismos em um mesmo vegetal, visando atuação conjunta em benefício da 

planta (NOGUEIRA; HUNGRIA, 2013). Araújo et al. (2010) avaliaram o uso de 

Bacillus subtilis e Bradyrhizobium elkanii combinados a NPK nas culturas de feijão-

caupi e leucena. Os autores verificaram que a associação de microorganismos e 

nutrientes aumentou as massas secas da parte aérea, raízes e nódulos, bem como o 

teor de clorofila e nitrogênio acumulado. 

Leite e Araújo (2007) destacam que a associação de espécies de Bacillus ou 

Pseudomonas com Rhizobium pode ser promissora para a agricultura, uma vez que, 

aumenta a fixação biológica de nitrogênio e crescimento de plantas como as 

fabáceas. A eficiência da utilização combinada de microrganismos foi constatada por 

Lima et al. (2011) que verificaram aumento da massa seca da parte aérea e FBN em 

feijão-caupi em resposta a Bacillus pumilus e Bradyrhizobium sp. No feijoeiro 
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Yadegari et al. (2008) observaram que a coinoculação de Pseudomonas fluorescens 

e Rhizobium sp. aumentou a produtividade.  

Veronezi et al. (2012) não verificaram aumento da matéria seca da parte 

aérea, massa de nódulos secos e N total da parte aérea do feijoeiro quando submetido 

a coinoculação de Azospirillum brasilense e rizóbios. Da mesma forma, Bárbaro et al. 

(2009) não observaram efeito da associação de Azospirillum brasilense, Bradyrhizobium 

elkanii e Bradyrhizobium japonicum na soja. 

No milho Dartora et al. (2016b) verificaram que a combinação Azospirillum 

brasilense e Herbaspirillum seropedicae aumentou o acúmulo de P foliar. Porém, 

Offemann et al. (2015) mediante a coinoculação destas mesmas espécies não 

constataram aumento da produtividade dessa poacea. Por outro lado, em milho 

pipoca Spolaor et al. (2016) observaram que na ausência da adubação nitrogenada a 

aplicação de Azospirillum brasilense e Rhizobium sp. aumentou o rendimento de grãos. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Foram realizados dois experimentos em casa de vegetação, sendo o primeiro em 

área de pesquisa da Universidade Federal do Acre em Rio Branco, Acre e o segundo no 

Instituto Federal de Rondônia no Campus Cacoal.  

 

3.1 EXPERIMENTO 1 

 

O experimento foi realizado em casa de vegetação, no período de outubro a 

novembro de 2015, em área de pesquisa da Universidade Federal do Acre em Rio 

Branco, Acre. Como planta teste utilizou-se o milho variedade AL Bandeirante. O 

delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 2 x 

2 x 5, com 5 repetições totalizando 200 unidades experimentais as quais constituíram-

se de vasos de polietileno flexível com capacidade de 7 litros, altura de 32,5 cm e 

área de 289 cm2. Os fatores corresponderam à ausência e presença de Azospirillum 

brasilense, Rhizobium tropici e nitrogênio (30 kg.ha-1) e cinco níveis de molibdênio 

(0; 7,5; 15,0; 22,5 e 30,0 g.ha-1), sendo utilizado como fonte de N a ureia (45% de N) 

e de Mo o molibdato de amônio (54% de Mo). 

O solo utilizado como substrato foi retirado da camada superficial (0-20 cm) 

de uma área em pousio no campo experimental da UFAC e antes de ser adicionado 

aos vasos elevou-se seu nível de fertilidade mediante adubação fosfatada com 100 mg 

de P na forma de superfosfato simples (18% de P2O5) e potássica com 100 mg de K 

na forma de cloreto de potássio (58% de K2O) dez dias antes da semeadura. Os 

atributos químicos do solo apresentados na instalação do experimento foram: pH 

(CaCl3) = 5,6; matéria orgânica = 32,1 g.dm-3; P = 35,9 mg.dm-3; K = 93,8 mg.dm-3; 

Ca = 4,15 cmolc.dm-3; Mg = 1,49 cmolc.dm-3; H+Al = 1,7 cmolc.dm-3; S = 13,4 mg.dm-3; 

Fe = 284 mg.dm-3; Zn = 3,1 mg.dm-3; Cu = 2,1 mg.dm-3; Mn = 45,5 mg.dm-3; B = 

0,27 mg.dm-3; Soma de bases = 5,88 cmolc.dm-3; CTC = 7,58 cmolc.dm-3; Saturação 

por bases = 77,57%; Relação Ca/Mg = 2,79; Relação Mg/K = 6,11. 

Pela análise granulométrica do solo verificou-se que este possuía 656 g.kg-1 de 

areia, 77 g.kg-1 de silte e 267 g.kg-1 de argila. A densidade aparente correspondeu a 

1,44 g.cm-3, a densidade de partículas foi de 2,65 g.cm-3 e a porosidade total de 45,66%. 

A análise química das sementes do milho AL Bandeirante indicou os seguintes 

resultados: N = 17,7 g.kg-1; P = 2,08 g.kg-1; K = 3,30 g.kg-1; Ca = 0,07 g.kg-1; Mg = 

1,0 g.kg-1; S = 1,03 g.kg-1; Fe = 22,9 mg.kg-1; Mn = 5,5 mg.kg-1; Cu = 1,6 mg.kg-1; Zn = 
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25,3 mg.kg-1; Na = 22,5 mg.kg-1; B = 2,3 mg.kg-1; Al = 9,6 mg.kg-1; Mo < 0,3 mg.kg-1 

e Co < 0,3 mg.kg-1. 

A fonte de Azospirillum brasilense utilizada foi inoculante turfoso contendo as 

estirpes AbV5 e AbV6. Quando da utilização foi estimado o número de células 

viáveis por grama de produto em meio de cultura seletivo sendo este composto de 

duas partes denominadas A e B. A parte A apresentava a seguinte composição: 5 g 

de ácido málico, 0,5 g de fosfato dipotássico anidro, 0,5 g de sulfato ferroso, 0,01 g 

de sulfato manganoso, 0,2 g sulfato de magnésio seco hidratado, 0,1 g de cloreto de 

sódio, 0,002 g molibdato de sódio, 0,02 g de cloreto de cálcio e 0,002 g de azul 

bromotimol. A parte B era composta apenas de 4 g de hidróxido de potássio. Para o 

preparo de 1 L de meio foram utilizados 8,1 g da parte A, 4,5 g da parte B e 20 g de 

ágar bacteriológico. A contagem teve resultado de 1,1 x 109 células viáveis de 

Azospirillum brasilense por grama de inoculante. 

Como fonte de Rhizobium tropici foi utilizado inoculante turfoso contendo as 

estirpes SEMIA 4077 e SEMIA 4088. Quando da utilização foi estimado o número de 

células viáveis por grama de produto em meio de cultura seletivo sendo este com a 

seguinte composição: 1 g de extrato de levedura, 10 g de manitol, 0,5 g de sulfato 

dipotássico anidro, 0,2 g de sulfato de magnésio seco monohidratado, 0,1 g de 

cloreto de sódio e 20 g de ágar bacteriológico. Para o preparo de 1 L de meio foi 

dissolvido 31,8 g da mistura. A contagem teve resultado de 1,5 x 109 células viáveis 

de rizóbio por grama de inoculante. 

Nos tratamentos definidos pela presença de Rhizobium tropici, Azospirillum 

brasilense e níveis de molibdênio efetuaram-se os procedimentos de inoculação e 

coinoculação das bactérias e aplicação do adubo molíbdico nas sementes do milho 

no momento da instalação do experimento, em período de temperatura amena para 

minimizar o efeito desta na sobrevivência dos microrganismos. Foram aplicados, em 

100 gramas de sementes, de forma isolada e/ou combinada 0,61 g de inoculante 

turfoso a base de Azospirillum brasilense; 0,61 de inoculante turfoso a base de 

Rhizobium tropici; 0,07; 0,14; 0,21 e 0,28 g de molibdato de amônio. Estas 

quantidades foram estabelecidas com base nas doses de 100 g de inoculante para 

60000 sementes e de 7,5; 15; 22,5 e 30 g de molibdênio por hectare, considerando 

aproximadamente 20 kg de sementes por hectare. Para garantir maior adesão e 

distribuição dos inoculantes e do molibdato de amônio as sementes foram umedecidas 

com solução açucarada, preparada com açúcar cristal, a 10%, conforme metodologia 

de Brandão Júnior e Hungria (2000), na dosagem de 0,6 mL por 100 g de sementes. 
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Após a aplicação dos produtos nas sementes e secagem à sombra efetuou-se 

imediatamente a semeadura de cinco destas por unidade experimental em profundidade 

padrão de 2 cm. Para os tratamentos com presença de nitrogênio adicionou-se às 

unidades experimentais 0,19 g de ureia sendo esta incorporada manualmente ao 

solo a aproximadamente 3 cm de profundidade no momento da semeadura. 

No estádio fenológico V3 foi realizado o desbaste, mantendo-se apenas a 

planta mais vigorosa em cada unidade experimental. As irrigações foram realizadas 

de forma regular, visando manter a umidade do solo em torno de 70% da capacidade 

de campo, conforme metodologia descrita por Passos (2004). Realizou-se também o 

controle de plantas daninhas por meio de retirada manual. 

No período de condução do experimento foram monitoradas no interior da 

casa de vegetação a temperatura e umidade relativa do ar por meio de datalogger. A 

temperatura do solo foi verificada diariamente utilizando-se termômetro tipo espeto a 

14 cm de profundidade. 

A avaliação do experimento foi realizada quando pelo menos 50% das plantas 

apresentaram-se no estádio fenológico V12, sendo consideradas as seguintes variáveis 

indicadoras de crescimento: altura da planta (AP), diâmetro basal do colmo (DBC), 

massas secas da folha (MSF), colmo (MSC), parte aérea (MSPA), raiz (MSR) e total 

(MST) e também o nitrogênio acumulado na parte aérea (NAPA).  

A altura da planta foi obtida por medição desta do colo até a inserção da folha 

bandeira, utilizando-se trena. O diâmetro basal do colmo foi verificado por meio de 

paquímetro manual. A parte aérea das plantas foi coletada mediante o corte na 

região do colo, sendo esta estratificada em folha e colmo. Em seguida, as raízes 

passaram por limpeza que consistiu na lavagem destas em água corrente sobre 

peneiras. O material coletado seguiu para secagem em estufa a 65 ºC, até massa 

constante, obtendo-se as massas secas da folha (MSF), colmo (MSC) e raiz (MSR).  

O somatório da MSF e MSC resultou na massa seca da parte aérea (MSPA) e este 

acrescido da MSR constituiu a massa seca total (MST). A partir do material seco, 

após este ser triturado, foi determinado o NAPA de acordo com o método Kjeldahl, 

conforme descrito por Tedesco et al. (1995). 

A análise estatística inicial dos resultados consistiu em verificar a presença de 

dados discrepantes (GRUBBS, 1969), a normalidade dos erros (SHAPIRO; WILK, 

1965) e a homogeneidade das variâncias (BARTLETT, 1937). As variáveis que não 

atenderam os pressupostos da análise de variância tiveram os dados transformados 
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para permitir essa possibilidade. Pelo teste F da análise de variância verificou-se a 

significância dos efeitos isolados e combinados dos fatores. Para as interações 

significativas (p<0,05) duplas (A x B) ou triplas (A x B x C) antes de se proceder a 

comparação das médias efetuou-se o desdobramento da análise de variância para 

avaliar as interações dos níveis de um fator dentro do outro. Para duas ou mais 

interações significativas envolvendo a participação dos mesmos fatores foi realizada 

a comparação de médias considerando a de maior ordem. No caso do molibdênio 

foram realizadas ainda análise de regressão como, também, de contrastes 

ortogonais (NOGUEIRA, 2004) para verificar o efeito da ausência deste em relação à 

presença, independente da dose.  

 

3.2 EXPERIMENTO 2 

 

O experimento foi realizado em casa de vegetação, no período de maio a 

julho de 2016, em área de pesquisa do Instituto Federal de Rondônia (IFRO), Campus 

Cacoal. Como planta teste utilizou-se o milho híbrido duplo AG 1051. O delineamento 

experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 2 x 2 x 2, com 5 

repetições totalizando 80 unidades experimentais as quais constituíram-se de vasos 

de policloreto de polivinila (PVC) com capacidade de 15,7 litros, altura de 50 cm e 

área de 314,16 cm2. Os fatores corresponderam à ausência e presença de Azospirillum 

brasilense, Rhizobium tropici, molibdênio (50 g.ha-1) e nitrogênio (30 kg.ha-1 de N), 

sendo utilizado como fonte de Mo o molibdato de amônio (54% de Mo) e de N a 

ureia (45% de N). 

O solo utilizado como substrato foi retirado da camada superficial (0-20 cm) 

de uma área em pousio no campo experimental do IFRO e antes de ser adicionado 

aos vasos elevou-se seu nível de fertilidade mediante adubação fosfatada com 100 

mg de P na forma de superfosfato simples (18% de P2O5) e potássica com 100 mg 

de K na forma de cloreto de potássio (58% de K2O) quinze dias antes da semeadura. 

Os atributos químicos do solo apresentados na instalação do experimento foram: pH 

(CaCl3) = 5,5; matéria orgânica = 35,8 g.dm-3; P = 15,1 mg.dm-3; K = 96,4 mg.dm-3; 

Ca = 3,30 cmolc.dm-3; Mg = 1,16 cmolc.dm-3; H+Al = 3,50 cmolc.dm-3; S = 10 mg.dm-3; 

Fe = 246 mg.dm-3; Zn = 2,8 mg.dm-3; Cu = 1,9 mg.dm-3; Mn = 94,6 mg.dm-3; B = 

0,37 mg.dm-3; Soma de bases = 4,71 cmolc.dm-3; CTC = 8,21 cmolc.dm-3; Saturação 

por bases = 57,37%; Relação Ca/Mg = 2,84; Relação Mg/K = 4,63. 
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Pela análise granulométrica do solo verificou-se que este possuía 523 g.kg-1 de 

areia, 117 g.kg-1 de silte e 360 g.kg-1 de argila. A densidade aparente correspondeu a 

1,51 g.cm-3, a densidade de partículas foi de 2,41 g cm-3 e porosidade total de 37,34%. 

A análise química das sementes do milho AG 1051 apresentou os seguintes 

resultados: N = 17,02 g.kg-1; P = 5,53 g.kg-1; K = 8,31 g.kg-1; Ca = 0,13 g.kg-1; Mg = 

1,70 g.kg-1; S = 1,38 g.kg-1; Fe = 34,4 mg.kg-1; Mn = 8,2 mg.kg-1; Cu = 2,9 mg.kg-1; Zn = 

41,9 mg.kg-1; Na = 60,6 mg.kg-1; B = 2,7 mg.kg-1; Al = 8,3 mg.kg-1; Mo < 0,3 mg.kg-1 

e Co < 0,3 mg.kg-1. 

As fontes dos microrganismos (Azospirillum brasilense e Rhizobium tropici) e 

dos nutrientes (Mo e N) bem como a composição e preparo dos meios de cultura 

foram similares a do experimento 1. As contagens dos produtos biológicos tiveram 

resultados de 1,3 x 109 células viáveis de Azospirillum brasilense por grama de 

inoculante e 1,8 x 109 células viáveis de rizóbio por grama de inoculante. 

Nos tratamentos definidos pela presença de Rhizobium tropici, Azospirillum 

brasilense e molibdênio efetuaram-se os procedimentos de inoculação e coinoculação 

das bactérias e aplicação do adubo molíbdico nas sementes do milho no momento 

da instalação do experimento, em período de temperatura amena para minimizar o 

efeito desta na sobrevivência dos microrganismos. Foram aplicados, em 100 gramas 

de sementes, de forma isolada e/ou combinada 0,44 g inoculante turfoso a base de 

Azospirillum brasilense; 0,44 g de inoculante turfoso a base de Rhizobium tropici e 

0,46 g de molibdato de amônio. Estas quantidades foram estabelecidas com base 

nas doses de 100 g de inoculante para 60000 sementes e de 50 g de molibdênio por 

hectare, considerando aproximadamente 20 kg de sementes por hectare. Para 

garantir maior adesão e distribuição dos inoculantes e do molibdato de amônio as 

sementes foram umedecidas com solução açucarada, preparada com açúcar cristal, 

a 10%, conforme metodologia de Brandão Júnior e Hungria (2000), na dosagem de 

0,6 mL por 100 g de sementes. 

Após a aplicação dos produtos nas sementes e secagem à sombra efetuou-se 

imediatamente a semeadura de cinco destas por unidade experimental em 

profundidade padrão de 2 cm. Para os tratamentos com presença de adubação 

nitrogenada adicionou-se às unidades experimentais 0,21 g de ureia sendo esta 

incorporada manualmente ao solo a aproximadamente 3 cm de profundidade no 

momento da semeadura. 
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Os procedimentos quanto ao desbaste, irrigação e controle de plantas daninhas 

foram similares a do experimento 1. O monitoramento no interior da casa de vegetação 

da temperatura do ar e do solo, bem como da umidade relativa do ar, também, seguiu 

a mesma metodologia do experimento anterior. 

A avaliação do experimento foi realizada quando pelo menos 50% das plantas 

apresentaram-se no estádio fenológico VT (pendoamento), sendo consideradas as 

seguintes variáveis indicadoras de crescimento: altura da planta (AP), diâmetro basal 

do colmo (DBC), massas secas da folha (MSF), colmo (MSC), pendão (MSP), da 

parte aérea (MSPA), raiz (MSR) e total (MST) e também o nitrogênio acumulado na 

parte aérea (NAPA). 

A altura da planta foi obtida por medição destas do colo até a inserção da 

folha bandeira, utilizando-se trena. O diâmetro basal do colmo foi verificado por meio 

de paquímetro manual.  A parte aérea das plantas foi coletada mediante o corte na 

região do colo, sendo estratificadas em folha, colmo e pendão. Em seguida, as 

raízes passaram por limpeza que consistiu na lavagem em água corrente sobre 

peneiras. O material coletado seguiu para secagem em estufa a 65 ºC, até massa 

constante, obtendo-se as massas secas da folha (MSF), colmo (MSC), pendão (MSP) 

e raiz (MSR). O somatório da MSF, MSC e MSP resultou na massa seca da parte 

aérea (MSPA) e este acrescido da MSR constituiu a massa seca total (MST). A partir 

do material seco, após este ser triturado, foi determinado o NAPA por digestão de 

acordo com o método Kjeldahl, conforme descrito por Tedesco et al. (1995). 

A análise estatística inicial dos resultados consistiu em verificar a presença de 

dados discrepantes (GRUBBS, 1969), a normalidade dos erros (SHAPIRO; WILK, 

1965) e a homogeneidade das variâncias (BARTLETT, 1937). Pelo teste F da análise 

de variância verificou-se a significância dos efeitos isolados e combinados dos 

fatores. Para as interações significativas (p<0,05) duplas (A x B) ou triplas (A x B x C) 

antes de se proceder a comparação das médias efetuou-se o desdobramento da 

análise de variância para avaliar as interações dos níveis de um fator dentro do outro. 

Para duas ou mais interações significativas envolvendo a participação dos mesmos 

fatores foi realizada a comparação de médias considerando a de maior ordem. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

As rizobactérias Azospirillum brasilense e Rhizobium tropici, bem como o 

molibdênio e nitrogênio apresentaram efeitos distintos nas variáveis de crescimento do 

milho variedade AL Bandeirante (experimento 1) e do híbrido AG 1051 (experimento 2).  

As condições ambientais, temperatura do ar e do solo, verificadas no decorrer 

dos experimentos não foram, a princípio, prejudiciais para a sobrevivência das 

bactérias Azospirillum brasilense e Rhizobium tropici, uma vez que, as médias de 

temperatura do ar e do solo obtidas no experimento 1 corresponderam a 30 oC e 35 oC 

e as do experimento 2 a 27 oC e 34 oC, considerando que para Azospirillum brasilense 

a temperatura ótima de crescimento é de 37 oC (ECKERT et al., 2001) e Rhizobium 

tropici pode sobreviver a temperatura como 40 oC (MARTÍNEZ-ROMERO et al., 1991). 

Portanto, a sobrevivência dos microrganismos não foi comprometida devido às 

temperaturas médias, uma vez que, estas não foram extremas. 

 

4.1 EXPERIMENTO 1 

 

 Neste experimento verificou-se interação dupla (p<0,05) entre Azospirillum 

brasilense e nitrogênio e deste com Rhizobium tropici para as massas secas do 

colmo, raiz e total e nitrogênio acumulado na parte aérea (Tabelas 1 e 2).  

A inoculação de Azospirillum brasilense nas sementes na ausência do 

nitrogênio contribuiu para incrementar o crescimento das plantas de milho, sendo 

verificado acréscimo nas massas secas do colmo, raiz e total e nitrogênio acumulado 

na parte aérea. Também observou-se aumento dessas variáveis na ausência de 

Azospirillum brasilense e presença de N (Tabela 1).  

Os resultados evidenciam a importância da inoculação das sementes com 

Azospirillum brasilense quando não se efetua a adubação nitrogenada sendo, neste 

caso, possível aumentar o crescimento total das plantas em 33% e o nitrogênio 

acumulado na parte aérea destas em 30% (Tabela 1). Estes efeitos podem estar 

relacionados à ação dessa espécie de bactéria diazotrófica em disponibilizar parte 

do nitrogênio fixado ao milho. Além disso, há provável efeito desta como RPCPs por 

meio do acréscimo das massas secas da raiz, colmo e total, como também, do 

nitrogênio acumulado. 
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Tabela 1 -  Massas secas do colmo (MSC), raiz (MSR) e total (MST) e nitrogênio 
acumulado na parte aérea (NAPA) de plantas de milho AL Bandeirante em 
função da interação entre Azospirillum brasilense e nitrogênio  

Variáveis Azospirillum brasilense 
Nitrogênio CV  

(%) Ausência Presença 

MSC (g)1 Ausência   7,95 Bb 11,84 Aa 
13,43 

Presença 11,42 Ab 12,97 Aa 

MSR (g) 
Ausência 18,81 Bb 25,87 Aa 

25,75 
Presença 25,58 Aa 27,66 Aa 

MST (g) 
Ausência 37,75 Bb 52,02 Aa 

17,09 
Presença 50,16 Ab 55,28 Aa 

NAPA (mg) 
Ausência     199,31Bb    281,49 Aa 

22,68 
Presença     258,27 Aa    276,00 Aa 

Médias seguidas de mesma letra, maiúsculas na coluna e minúscula na linha, não diferem (p>0,05) entre 
si pelo teste F.  
Os pressupostos, a análise de variância principal e o desdobramento desta podem ser verificados nos 
apêndices A, C, D, K, N, P e R.  
1
Resultados originais cujos dados foram transformados em x  para a análise de variância por não 

atenderem a homogeneidade de variância. 

 
O aumento das massas secas da raiz, colmo e total e nitrogênio acumulado 

devido à presença de Azospirillum brasilense na ausência do nitrogênio está 

provavelmente relacionado à solubilização de nutrientes e produção de fitohormônios 

por esta espécie microbiana, tais como, auxinas, giberelinas e citocininas, o que 

evidencia o efeito desta rizobactéria como promotora do crescimento de plantas 

(Tabela 1). Pedrinho et al. (2010) observaram, em pesquisa sobre a atividade de 

microrganismos na rizosfera de milho, a solubilização de fosfato e produção de AIA 

por bactérias do gênero Azospirillum. O incremento de variáveis relacionadas ao 

crescimento do milho em função do uso de Azospirillum brasilense foi verificado por 

Costa et al. (2015) e Hungria et al. (2010). Contudo, Müller et al. (2016) não 

constataram efeito da inoculação de Azospirillum brasilense no teor de N foliar. 

Na presença de nitrogênio Azospirillum brasilense não teve efeito para as 

massas secas do colmo, raiz e total e nem tampouco no nitrogênio acumulado na 

parte aérea do milho (Tabela 1). Este resultado difere do observado em algumas 

pesquisas (LANA et al., 2012; ROESCH et al., 2006) que constataram antagonismo 

entre bactérias diazotróficas e fertilização mineral com N. Porém, Dartora et al. (2013) 

não verificaram interferência da adubação nitrogenada sobre bactérias diazotróficas. 

Outra interação significativa verificada refere-se a nitrogênio e Rhizobium tropici. 

A ausência de N e a presença de Rhizobium tropici reduziu massa seca do colmo e 
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total. Porém, o efeito combinado do nitrogênio com Rhizobium tropici proporcionou 

aumento das massas secas do colmo, raiz e total e do nitrogênio acumulado na parte 

aérea. Embora em espécies nodulíferas da família Fabaceae, como soja e feijoeiro, 

a adubação nitrogenada normalmente limite a atividade diazotrófica dos rizóbios, no 

milho, avaliado neste experimento, ao contrário, verificou-se efeito sinérgico do 

Rhizobium tropici e o nitrogênio, possibilitando aumento de 34% no crescimento total 

das plantas e de 37% no teor de nitrogênio acumulado na parte aérea destas (Tabela 2).  

 

Tabela 2 -  Massas secas do colmo (MSC), raiz (MSR) e total (MST) e nitrogênio 

acumulado na parte aérea (NAPA) de plantas de milho AL Bandeirante em 
função da interação entre Rhizobium tropici e nitrogênio  

Variáveis Rhizobium tropici 
Nitrogênio CV  

(%) Ausência Presença 

MSC (g)1 Ausência 10,22 Ab 12,02 Aa 
13,43 

Presença   9,14 Bb 12,79 Aa 

MSR (g) 
Ausência 23,46 Aa 25,65 Aa 

25,75 
Presença 20,94 Ab 27,88 Aa 

MST (g) 
Ausência 46,35 Ab 51,45 Ba 

17,09 
Presença 41,56 Bb 55,85 Aa 

NAPA (mg) 
Ausência     239,76 Aa    260,01 Ba 

22,68 
Presença     217,83 Ab    297,48 Aa 

Médias seguidas de mesma letra, maiúsculas na coluna e minúscula na linha, não diferem (p>0,05) entre 
si pelo teste F.  
Os pressupostos, a análise de variância principal e o desdobramento desta podem ser verificados nos 
apêndices A, C, D, L, O, Q e S. 
1
Resultados originais cujos dados foram transformados em x  para a análise de variância por não 

atenderem a homogeneidade de variância. 
 

Os resultados positivos do nitrogênio associado ao Rhizobium tropici podem 

estar relacionados ao efeito desse microrganismo como RPCPs. Segundo Osório 

Filho et al. (2016) a utilização de rizóbios em poáceas não visa substituir a adubação 

nitrogenada, mas sim promover o crescimento das plantas. Dartora et al. (2016a) 

verificaram que o uso de um isolado de Rhizobium sp. associado a 30 kg.ha-1 de N na 

semeadura do milho resultou em rendimento equivalente a aplicação de 160 kg.ha-1 de 

adubo nitrogenado. 

Quando cultivado milho em sucessão ao feijoeiro Rosenblueth e Romero (2004) 

observaram a presença de Rhizobium tropici nos tecidos internos dessa poácea. 

Porém, nos experimentos em que foi realizada a inoculação de sementes de milho 

com essa bactéria os autores não constataram redução de acetileno. Este resultado 
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indica que a atuação desse microrganismo para essa espécie vegetal não é pela 

atividade diazotrófica e sim pela ação como RPCPs.  

Houve interação tripla (p<0,05) entre Azospirillum brasilense, Rhizobium tropici e 

nitrogênio para altura, diâmetro basal do colmo e massas secas da folha e da parte 

aérea de plantas de milho. A inoculação das sementes de milho com Azospirillum 

brasilense na presença ou ausência de nitrogênio, combinado ou não com Rhizobium 

tropici, propiciou aumento da altura, massas secas da folha e parte aérea. A associação 

de Azospirillum brasilense com nitrogênio ou Rhizobium tropici também aumentou o 

diâmetro do colmo. Entretanto, a combinação dos três fatores resultou em menor altura 

da planta não interferindo, porém, nas demais variáveis (Tabela 3). 

 

Tabela 3 -  Altura (AP), diâmetro basal do colmo (DBC), massas secas da folha (MSF) 
e parte aérea (MSPA) de plantas de milho AL Bandeirante em função da 
interação entre Azospirillum brasilense, Rhizobium tropici e nitrogênio  

Para uma mesma variável, médias seguidas de mesma letra, maiúscula na coluna, minúscula na linha, 

maiúscula sublinhada na coluna para primeira e terceira médias e minúscula sublinhada na coluna para 

segunda e quarta médias, não diferem (p>0,05) entre si pelo teste F. 

Os pressupostos, a análise de variância principal e o desdobramento desta podem ser verificados nos 
apêndices A, C, D, H, I, J e M. 

Variáveis 
Rizobactérias  Nitrogênio CV  

(%) Azospirillum brasilense Rhizobium tropici  Ausência Presença 

AP (cm) 

Ausência Ausência  49,21 BbA  53,35 BaB 

10,85 
Presença Ausência  55,73 Aaa 57,22 Aaa 

Ausência Presença   44,68 BbB 59,97 AaA 

Presença Presença  55,40 Aaa 56,08 Baa 

DBC (cm) 

Ausência Ausência    1,20 AaA   1,20 BaA 

14,71 
Presença Ausência    1,26 Aaa   1,30 Aaa 

Ausência Presença     1,09 BbB   1,30 AaA 

Presença Presença    1,21 Aaa   1,26 Aaa 

MSF (g) 

Ausência Ausência  11,96 BbA 13,26 BaB 

12,42 
Presença Ausência  13,37 Aba 14,30 Aaa 

Ausência Presença   10,02 BbB 15,37 AaA 

Presença Presença  12,93 Aba 14,98 Aaa 

MSPA (g) 

Ausência Ausência  19,91 BbA 23,97 BaB 

17,36 
Presença Ausência  25,47 Aaa 27,63 Aaa 

Ausência Presença   17,56 BbB 28,26 AaA 

Presença Presença  23,68 Aba 27,59 Aaa 
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Marini et al. (2015) e Quadros et al. (2014) também observaram que Azospirillum 

brasilense aumentou a massa seca da parte aérea de plantas de milho. Do mesmo 

modo, Braccini et al. (2012) constataram aumento de altura e matéria seca de plantas 

de milho devido à inoculação de sementes com esse microrganismo. Porém, em 

algumas pesquisas (CUNHA et al., 2014; MORAIS et al., 2015) não foram verificados 

aumentos em altura de plantas e diâmetro do colmo quando se realizou a inoculação 

de sementes de milho com Azospirillum brasilense.  

A interação benéfica verificada entre a associação de Azospirillum brasilense 

e nitrogênio na ausência do Rhizobium tropici que resultou no aumento da altura, 

diâmetro basal do colmo e massas secas da folha e parte aérea pode ser atribuído à 

disponibilização para a planta de parte do nitrogênio fixado pela bactéria e/ou a 

potencialização do efeito do adubo nitrogenado (Tabela 3). Esta situação concorda 

com Piccinin et al. (2015), pois, segundo estes autores apenas parte do nitrogênio 

fixado por Azospirillum brasilense é disponibilizada para a planta. Dessa forma, se a 

demanda por este elemento pela espécie vegetal for superior à quantidade 

disponibilizada pela bactéria a inoculação não pode exclusivamente atender a 

necessidade de N. Como não é possível a certeza de que o microrganismo está 

efetivamente disponibilizando a planta à quantidade necessária de N para atender a 

demanda desta é desejável e recomendável o uso combinado de Azospirillum 

brasilense nas sementes e adubação nitrogenada no solo como forma de garantir a 

disponibilidade desse elemento para a planta. Outra situação que permite essa 

recomendação é o fato do adubo nitrogenado não limitar a sobrevivência e atividade 

do Azospirillum brasilense ao contrário do que se verifica em fabáceas como soja e 

feijoeiro onde a adubação nitrogenada normalmente causa prejuízo a atividade dos 

rizóbios nativos e/ou introduzidos por inoculação. 

A coinoculação das sementes de milho com Azospirillum brasilense e 

Rhizobium tropici na ausência de nitrogênio aumentou a altura, diâmetro basal do 

colmo e massas secas da folha e da parte aérea, indicando ter ocorrido sinergismo 

entre estas espécies microbianas em benefício do crescimento das plantas. Em 

contrapartida, quando se efetuou a adubação nitrogenada, a coinoculação destas 

rizobactérias causou redução da altura da planta e não interferiu no diâmetro basal do 

colmo e massas secas da folha e da parte aérea. Estes resultados evidenciam que 

quando as sementes são coinoculadas e não é efetuada a adubação nitrogenada a 

altura, diâmetro basal do colmo e massas secas da folha e parte aérea podem ser 

aumentadas em 24%, 11%, 29% e 35%, respectivamente (Tabela 3). Resultados 
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positivos de incremento em altura do milho, foram verificados por Mazzuchelli et al. 

(2014) pela utilização simultânea de Bacillus subtilis e Azospirillum brasilense. 

Dartora et al. (2013) constataram aumento do diâmetro basal do colmo e massa 

seca da parte aérea do milho em resposta a associação de Azospirillum brasilense e 

Herbaspirillum seropedicae. 

Marks et al. (2013) e Marks et al. (2015) realizaram pesquisa sobre a inoculação 

de Azospirillum brasilense e metabólitos de Rhizobium tropici em milho e constataram 

aumento da massa seca da parte aérea, rendimento de grãos e acúmulo de N. Os 

autores atribuíram estes resultados a metabólitos que são produzidos por rizóbios e 

atuam na promoção do crescimento de plantas. 

Houve redução da altura, diâmetro basal do colmo e massas secas da folha e 

da parte aérea de plantas de milho na presença de Rhizobium tropici e ausência de 

Azospirillum brasilense e nitrogênio. Entretanto, na ausência de Azospirillum 

brasilense e presença do nitrogênio, Rhizobium tropici propiciou aumento da altura 

e massas secas da folha e da parte aérea (Tabela 3).  

O sinergismo entre a adubação nitrogenada e Rhizobium tropici evidencia a 

importância do nitrogênio como potencializador da atividade desta espécie microbiana, 

sendo a mesma refletida no crescimento das plantas. Apesar dos rizóbios serem 

recomendados para fixação biológica de nitrogênio em fabáceas nodulíferas, os 

mesmos podem atuar como RPCPs em outras espécies vegetais, incluindo poáceas 

como o milho. Tan et al. (2014) observaram maior crescimento de arroz por meio da ação 

de diferentes espécies de rizobactérias, incluindo as pertencentes ao gênero Rhizobium.  

A adubação nitrogenada na ausência de Azospirillum brasilense e presença 

de Rhizobium tropici resultou em aumento da altura da planta (34%), diâmetro basal 

do colmo (19%) e massas secas da folha (53%) e da parte aérea (61%). Porém, 

quando as sementes não foram inoculadas o nitrogênio aumentou em 8% a altura 

das plantas, 11% a massa seca da folha e 20% a massa seca da parte aérea e não 

interferiu no diâmetro basal do colmo. Além disso, o N não interferiu no aumento da 

altura da planta, diâmetro do colmo e massa seca da parte aérea quando na presença 

de Azospirillum brasilense e ausência de Rhizobium tropici (Tabela 3). Estes resultados 

indicam que o uso de adubo nitrogenado na semeadura combinado com a inoculação 

de Rhizobium tropici nas sementes de milho é mais eficiente do que o fertilizante 

nitrogenado aplicado ao solo isoladamente. 

Os efeitos do Rhizobium tropici associado à adubação nitrogenada indicam a 

ação desse microrganismo como RPCPs resultando, portanto, na maior disponibilização 
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de N a planta como também de outros nutrientes. Segundo Bécquer et al. (2011) e 

Hahn et al. (2013) a inoculação do milho com rizóbios pode aumentar o crescimento 

de plantas, sendo, porém, esse efeito dependente do genótipo vegetal.  

Considerando o efeito positivo por meio do aumento na altura de plantas, 

diâmetro basal do colmo, massas secas da folha e parte aérea do milho devido à 

inoculação das sementes com Azospirillum brasilense na ausência de Rhizobium 

tropici e presença de N e também quando nestas aplica-se o Rhizobium tropici na 

ausência de Azospirillum brasilense e presença de N (Tabela 3) é possível perceber, 

para ambas as combinações, que o efeito do adubo nitrogenado foi potencializado 

pela atividade destas rizobactérias para as variáveis de crescimento citadas.  

Não foi verificado efeito (p>0,05) das doses de molibdênio aplicadas nas 

sementes para as variáveis avaliadas (APÊNDICES C e D), nem tampouco, da 

ausência em relação à presença deste micronutriente avaliada por contrastes 

ortogonais (APÊNDICES V e W). Estes resultados indicam que, provavelmente, as 

quantidades deste elemento disponíveis no solo e/ou nas sementes foram 

suficientes para atender a demanda das plantas em relação a este. 

De acordo com Weir e Hudson (1966) no milho níveis de molibdênio na 

semente acima de 0,08 mg.kg-1 não provocam sintomas de deficiência. Neste 

experimento, o uso de 30 g.ha-1 de molibdênio, a maior dose utilizada, possibilitou a 

emergência de 88% de plântulas, considerando o total de sementes que foram 

semeadas para este tratamento. Além disso, não foi observado qualquer efeito visual de 

fitotoxidez de Mo nas plantas. Este resultado é diferente do constatado por Pereira et al. 

(2012), uma vez que, os autores avaliando doses de Mo de até 202,5 g.ha-1.verificaram 

que o híbrido de milho que suportou maior nível de Mo aplicado nas sementes sem 

reduzir a germinação abaixo de 85% tolerou 14,9 g.ha-1. 

 

4.2 EXPERIMENTO 2 

 

Neste experimento verificou-se efeito isolado do nitrogênio para a altura, 

massas secas do colmo, parte aérea, raiz e total. Estas variáveis aumentaram devido 

à aplicação do adubo nitrogenado na semeadura do milho (Tabela 4). Estes 

resultados concordam com os observados por Repke et al. (2013) que observaram 

efeito isolado da fertilização com N na promoção do crescimento do milho quando 

este foi associado com Azospirillum brasilense.  
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Tabela 4 -  Efeito do nitrogênio na altura (AP), massas secas do colmo (MSC), parte 

aérea (MSPA), raiz (MSR) e total (MST) de plantas de milho AG 1051  

Médias seguidas de mesma letra nas colunas não diferem (p>0,05) entre si pelo teste F.  

Os pressupostos e a análise de variância podem ser verificados nos apêndices B, E, F e G. 

 

O crescimento do milho aumentou em resposta a aplicação de nitrogênio 

mineral na semeadura (Tabela 4). De acordo com França et al. (2011) é essencial à 

disponibilidade de nitrogênio no início do desenvolvimento do milho, uma vez que, a 

absorção desse nutriente é ascendente a partir da emergência. A demanda de 

nitrogênio para o crescimento do milho também foi verificada por Carvalho et al. (2013) 

e Morais et al. (2015). Os autores verificaram aumento em altura e massas secas do 

colmo, parte aérea e total das plantas em resposta a aplicação de adubo nitrogenado.  

Verificou-se também efeito isolado do molibdênio para a altura do milho 

(APÊNDICE E), considerando que houve redução (p<0,05) dessa variável na 

presença (1,77 m) do molibdênio quando comparada a ausência (1,83 m) deste 

micronutriente. Contudo, este resultado difere dos observados por Teixeira (2006) que 

verificou acréscimo na altura da planta de milho em função de níveis de molibdênio. 

Embora tenha ocorrido redução da altura de plantas esta situação pode não 

significar necessariamente efeito prejudicial, uma vez que, o melhoramento dessa 

espécie se busca plantas de menor altura, visando melhorar aspectos relacionados a 

diminuição do espaçamento entre plantas com o objetivo de aumentar a população 

destas por unidade de área. Além disso, neste experimento a quantidade de molibdênio 

disponível no solo, bem como o teor deste nas sementes podem ter sido suficientes 

para atender a demanda por este elemento sem necessidade de suplementação.  

Foi constatado efeito isolado da inoculação de Azospirillum brasilense para a 

massa seca da folha do milho (APÊNDICE E), sendo observado que houve aumento 

(p<0,05) da variável na presença (36,63 g) da espécie microbiana e redução na 

ausência (35,30 g) desta. Porém, Marini (2012) e Repke et al. (2013) não constataram 

efeito da inoculação com Azospirillum brasilense para a massa seca da folha. 

Houve interação dupla (p<0,05) entre Azospirillum brasilense e nitrogênio 

para o NAPA. A inoculação de sementes de milho com Azospirillum brasilense na 

Nitrogênio AP (m) MSC (g) MSPA (g) MSR (g) MST (g) 

Ausência 1,77 b 67,38 b 109,80 b 64,19 b 173,99 b 

Presença 1,83 a 70,97 a 114,09 a 70,04 a 184,12 a 

CV (%)       7,64        8,79  6,65      17,94  7,40 
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ausência de nitrogênio e a aplicação de nitrogênio mineral na ausência desta 

rizobactéria não teve efeito no acúmulo de N. Contudo, quando esta espécie microbiana 

foi combinada com o nitrogênio aumentou em 16% a quantidade de N acumulado 

(Tabela 5). Marini et al. (2015) também não observaram aumento do acúmulo de N 

em plantas de milho em resposta a Azospirillum brasilense. Porém, os autores 

verificaram que a aplicação de níveis de N via fertilizantes nitrogenados aumentou o 

teor desse nutriente na planta. 

 

Tabela 5 -  Nitrogênio acumulado na parte aérea (NAPA) de plantas de milho AG 1051 

em função da interação entre Azospirillum brasilense e nitrogênio  

Variável Azospirillum brasilense 
Nitrogênio CV  

(%) Ausência Presença 

NAPA (mg) 
Ausência 874,59 Aa 832,12 Ba 

19,35 
Presença  834,09 Ab 967,27 Aa 

Médias seguidas de mesma letra, maiúsculas na coluna e minúscula na linha, não diferem (p>0,05) entre 

si pelo teste F.  

Os pressupostos, a análise de variância principal e o desdobramento desta podem ser verificados nos 

apêndices B, G e T. 
 

 Os resultados verificados, quanto à interação positiva de Azospirillum brasilense 

e nitrogênio (Tabela 5), sugerem sinergismo entre estes fatores, provavelmente, em 

função desta espécie diazotrófica apresentar atividade como RPCPs, podendo ter 

potencializado à eficiência da adubação nitrogenada. Araújo et al. (2015) verificaram 

interação entre a inoculação de sementes de milho com Azospirillum brasilense e a 

aplicação de adubo nitrogenado com efeito positivo no acúmulo de N foliar e em 

variáveis de crescimento e rendimento. 

Houve interação tripla (p<0,05) entre Azospirillum brasilense, Rhizobium tropici 

e molibdênio para nitrogênio acumulado na parte aérea do milho AG 1051. Dessa 

forma, Azospirillum brasilense na presença do molibdênio e ausência de Rhizobium 

tropici aumentou em 63% o acúmulo de nitrogênio. Contudo, a coinoculação dos 

microrganismos e presença de molibdênio reduziu a quantidade do nitrogênio total 

em 16% (Tabela 6). A interação benéfica do Azospirillum brasilense e molibdênio no 

milho, neste caso, pode ter ocorrido em função da contribuição desse micronutriente 

no processo da FBN e assimilação do N disponibilizado por este processo biológico, 

resultando no acúmulo desse nutriente na planta. Ganapathy e Savalgi (2006) 

realizaram pesquisa utilizando Azospirillum brasilense e os micronutrientes Zn, Fe e 
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Mo em milho e constataram que essa associação aumentou o crescimento da raiz e 

a absorção de nutrientes. 

 

Tabela 6 -  Nitrogênio acumulado na parte aérea (NAPA) de plantas de milho AG 1051 
em função da interação entre Azospirillum brasilense, Rhizobium tropici e 
molibdênio  

Para uma mesma variável, médias seguidas de mesma letra, maiúscula na coluna, minúscula na linha, 
maiúscula sublinhada na coluna para primeira e terceira médias e minúscula sublinhada na coluna para 
segunda e quarta médias, não diferem (p>0,05) entre si pelo teste F.  
Os pressupostos, a análise de variância principal e o desdobramento desta podem ser verificados nos 
apêndices B, G e U. 

 

 A coinoculação combinada com molibdênio reduziu o nitrogênio acumulado 

na parte aérea do milho. Portanto, a aplicação simultânea de Azospirillum brasilense 

e Rhizobium tropici não foi benéfica para o acúmulo de N. Esta situação pode ter 

ocorrido em função da competição entre as espécies microbianas por recursos em 

comum. Além disso, quando não foi realizada a adubação molíbdica a ausência ou 

presença de Azospirillum brasilense e Rhizobium tropici não teve efeito no N 

acumulado. Este resultado evidencia que estas rizobactérias apresentam interação 

com o molibdênio.  

Segundo Ganapathy e Savalgi (2006) a aplicação de Zn, Fe e Mo associada à 

inoculação de sementes de milho com Azospirillum brasilense pode contribuir para o 

crescimento populacional do microrganismo com consequente aumento da colonização 

na rizosfera. Portanto, no presente trabalho, o molibdênio pode ter estimulado o 

crescimento das duas espécies microbianas, resultando em competição entre essas 

com consequente redução da absorção e acúmulo de N pela planta. 

A associação de Rhizobium tropici e molibdênio na ausência de Azospirillum 

brasilense aumentou o nitrogênio acumulado na parte aérea em 60%. Porém, a 

coinoculação destas rizobactérias combinadas com molibdênio reduziu o acúmulo de 

N em 18% (Tabela 6).  

Variável 
Rizobactérias  Molibdênio CV  

(%) Azospirillum brasilense Rhizobium tropici Ausência Presença 

NAPA (mg) 

Ausência Ausência  892,18 AaA    621,99 BbB 

19,35 
Presença Ausência  927,77 Aaa 1013,60 Aaa 

Ausência Presença   902,72 AaA    996,54 AaA 

Presença Presença  826,46 Aaa    834,88 Bab 
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Os resultados do presente trabalho indicam que Rhizobium tropici potencializou 

o efeito do molibdênio, resultando em aumento do teor de N acumulado. Esta 

rizobactéria por meio de mecanismos de promoção do crescimento da planta como, 

por exemplo, síntese de fitohormônios pode ter estimulado a absorção de N. Dessa 

forma, em função do molibdênio estar relacionado ao metabolismo do nitrogênio este 

micronutriente apresentou sinergismo com Rhizobium tropici aumentando a assimilação 

de N pela planta. Porém, quando associada esta espécie microbiana com Azospirillum 

brasilense e molibdênio o N acumulado reduziu o que pode ocorrer em razão da 

interação antagônica entre os microrganismos. Essa situação possivelmente é derivada 

da competição por recursos necessários a sobrevivência dos organismos envolvidos 

incluindo as bactérias como, também, a planta na disputa por recursos essenciais.  

Guimarães et al. (2007) estudaram o molibdênio combinado com inoculante a 

base de Herbaspirillum seropedicae e Burkholderia sp. em duas cultivares de arroz. 

Os autores verificaram que a adição do micronutriente resultou em aumento da massa 

seca das plantas. Porém, destacam que houve especificidade do microrganismo em 

função da fonte e nível de molibdênio. Dessa forma, se verifica que o molibdato de 

amônio utilizado, no presente experimento, apresentou interação positiva com 

Azospirillum brasilense, assim como com Rhizobium tropici para o N acumulado no 

milho (Tabela 6). 

 O molibdênio na ausência de Azospirillum brasilense e Rhizobium tropici 

resultou na redução do N acumulado na parte aérea do milho em 30%. Este 

micronutriente na dose utilizada neste experimento, 50 g.ha-1, teve efeito negativo no 

acúmulo de N quando aplicado na ausência dos microrganismos. Contudo, o Mo 

combinado com a inoculação ou coinoculação de Azospirillum brasilense e Rhizobium 

tropici não interferiu no acúmulo de N (Tabela 6).  

 O molibdênio na ausência das espécies microbianas pode ter reduzido à 

atividade da enzima redutase do nitrato, limitando a absorção de nitrogênio pela 

planta. Além disso, na presença de uma ou de ambas rizobactérias o molibdênio pode 

não ter potencializado incrementos na atividade das enzimas nitrogenase e redutase 

do nitrato, o que sugere que este elemento não atuou na metabolização do 

nitrogênio. Contudo, Silva (2016) verificou sinergismo entre bactérias diazotróficas e 

molibdênio na cana-de-açúcar, sendo que para essa espécie de poácea o 

micronutriente aumentou a FBN e incrementou o N acumulado. 
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 Não houve efeito (p>0,05) isolado ou combinado dos fatores considerados no 

experimento para o diâmetro basal do colmo e massa seca do pendão (APÊNDICES 

E e F). Estas variáveis são determinadas por características genotípicas que podem 

não ter apresentado interação com os fatores em estudo. Quanto ao nitrogênio, por 

exemplo, este nutriente está relacionado, principalmente, ao crescimento e 

desenvolvimento de estruturas vegetativas das plantas com posterior realocação para 

órgãos reprodutivos, principalmente para as espigas. Dessa forma, devido à massa 

seca do pendão ser a inflorescência masculina do milho o nitrogênio não teve efeito 

nesta. Em relação ao diâmetro do colmo esta variável pode ter tido o crescimento 

estabilizado, uma vez que, a partir do pendoamento a demanda de fotoassimilados é 

para o enchimento de grãos. Cunha et al. (2014) também não observaram efeito da 

inoculação do milho com Azospirillum brasilense no diâmetro do colmo. Por outro lado, 

Kappes et al. (2013) verificaram aumento dessa variável até 54 kg.ha-1 de N que foi a 

dose máxima utilizada por estes autores. 
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5 CONCLUSÕES 

 

Azospirillum brasilense, na ausência de adubo nitrogenado, resulta em maior 

crescimento das plantas e acúmulo de nitrogênio no milho variedade AL Bandeirante. 

Rhizobium tropici potencializa o efeito da adubação nitrogenada no milho 

variedade AL Bandeirante. 

A coinoculação de Azospirillum brasilense e Rhizobium tropici, na ausência de 

adubo nitrogenado, aumenta o crescimento do milho variedade AL Bandeirante. 

 A adubação molíbdica até 30 g.ha-1 isolada ou combinada com Azospirillum 

brasilense, Rhizobium tropici e nitrogênio, não interfere no crescimento do milho 

variedade AL Bandeirante. 

 A adubação nitrogenada de 30 kg.ha -1 de N na semeadura aumenta o 

crescimento do milho AG 1051. 

 A adubação molíbdica, isoladamente, reduz a altura do milho AG 1051. 

 Azospirillum brasilense inoculado nas sementes resulta em aumento foliar do 

milho AG 1051. 

A inoculação das sementes com Azospirillum brasilense potencializa o efeito da 

adubação nitrogenada no acúmulo de nitrogênio na parte aérea das plantas do milho 

AG 1051. 

 Azospirillum brasilense ou Rhizobium tropici combinados com a adubação 

molíbdica são eficientes em aumentar o acúmulo de nitrogênio na parte aérea do 

milho AG 1051. 

 A coinoculação de Azospirillum brasilense e Rhizobium tropici combinada com 

a adubação molíbdica reduz a quantidade de N acumulado na parte aérea das plantas 

do milho AG 1051. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 Os resultados positivos de Azospirillum brasilense no crescimento do milho 

evidenciam os efeitos benéficos desta rizobactéria na ausência de nitrogênio ou 

associada a este. Além disso, a inoculação das sementes de milho com Rhizobium 

tropici e a aplicação de fertilizante nitrogenado potencializou o crescimento do milho 

o que sugere outra possibilidade de uso de RPCPs no cultivo desta poácea. Os 

resultados evidenciaram, também, benefícios para o acúmulo de nitrogênio na parte 

aérea do milho quando combinado molibdênio a Azospirillum brasilense ou Rhizobium 

tropici. Portanto, a utilização destas rizobactérias associadas com nitrogênio ou 

molibdênio pode ser considerada alternativa para reduzir o uso de adubos nitrogenados 

e/ou potencializar seu efeito. 

 Nos experimentos 1 e 2 a aplicação das rizobactérias e molibdênio foi realizada 

via sementes. Contudo, há outras formas, como por exemplo, por meio foliar. 

Portanto, é recomendável a investigação quanto a diferentes formas de aplicação de 

rizobactérias e molibdênio no milho. 

 Embora no Brasil a recomendação de uso do Rhizobium tropici seja para o 

feijoeiro a utilização desta espécie microbiana no milho evidenciou as contribuições 

como RPCPs. Dessa forma, é interessante considerar a possibilidade de pesquisas 

com outras RPCPs no milho, como por exemplo, Bacillus subtilis, Bradyrhizobium 

elkanii, Bradyrhizobium japonicum, Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens 

que são recomendadas para outras espécies de plantas. 
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APÊNDICE A – Pressupostos da análise de variância da altura da planta (AP), 
diâmetro basal do colmo (DBC), massas secas da folha (MSF), 
colmo (MSC), parte aérea (MSPA), raiz (MSR) e total (MST) e 
nitrogênio acumulado na parte aérea (NAPA), do milho AL 
Bandeirante, pelos testes de Bartlett (homogeneidade de variâncias) e 
de Shapiro-Wilk (normalidade dos erros) 

NR: não rejeita; R: rejeita 

 
 

APÊNDICE B –  Pressupostos da análise de variância da altura das plantas (AP), 
diâmetro basal do colmo (DBC), massas secas das folhas (MSF), 
colmo (MSC), pendão (MSP), parte aérea (MSPA), raiz (MSR) e total 
(MST) e nitrogênio acumulado na parte aérea (NAPA), do milho AG 
1051, pelos testes de Bartlett (homogeneidade de variâncias) e de 
Shapiro-Wilk (normalidade dos erros) 

NR: não rejeita 

Variáveis Transformação 
Bartlett Shapiro-Wilk 


2 
 H0 W H0 

AP - 51,43 NR 0,99 NR 

DBC - 49,68 NR 0,98 NR 

MSF - 35,54 NR 0,98 NR 

MSC - 66,36 R 0,98 NR 

MSC x  52,32 NR 0,99 NR 

MSPA - 51,37 NR 0,99 NR 

MSR - 36,19 NR 0,99 NR 

MST - 40,45 NR 0,95 NR 

NAPA - 29,86 NR 0,99 NR 

Variáveis 
Bartlett Shapiro-Wilk 



 Hipótese W Hipótese 

AP   9,50 NR 0,99 NR 

DBC         12,02 NR 0,97 NR 

MSF         10,03 NR 0,97 NR 

MSC         10,77 NR 0,97 NR 

MSP         12,44 NR 0,99 NR 

MSPA 5,73 NR 0,98 NR 

MSR         20,53 NR 0,98 NR 

MST         15,38 NR 0,97 NR 

NAPA         23,05 NR 0,99 NR 
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APÊNDICE C – Análise de variância da altura das plantas (AP), diâmetro basal do 
colmo (DBC) e massas secas das folhas (MSF) e do colmo (MSC) 
do milho AL Bandeirante do experimento realizado em esquema 
fatorial no delineamento inteiramente casualizado, em Rio Branco, 
AC, 2015 

Os dados da MSC foram transformados para x
 

ns
 Não significativo; 

*
 significativo a 5% de probabilidade; 

**
 significativo a 1% de probabilidade 

Ab: Azospirillum brasilense; Rt: Rhizobium tropici; N: nitrogênio; Mo: molibdênio 
CV: Coeficiente de variação 

 
 
 

 

Fonte de variação GL 
Quadrados médios 

AP DBC MSF MSC 

Ab 1   926,65** 0,18*  77,34**  5,96** 

Rt 1 1,23ns   0,04ns    0,52ns   0,04ns 

N 1 1456,38**  0,26**   289,48**  8,81** 

Mo 4     28,45ns   0,04ns    8,91ns   0,23ns 

Ab x Rt 1     39,52ns   0,02ns    0,01ns   0,64ns 

Ab x N 1   931,82**   0,04ns 42,08**  1,98** 

Ab x Mo 4   170,44**   0,04ns    1,30ns   0,09ns 

Rt x N 1   333,59** 0,14* 83,50** 1,08* 

Rt x Mo 4     37,85ns   0,03ns    1,38ns   0,06ns 

N x Mo 4     10,32ns   0,02ns    0,41ns   0,05ns 

Ab x Rt x N 1   446,11**  0,14* 27,08**   0,50ns 

Ab x Rt x Mo 4     37,41ns    0,04ns   1,85ns   0,21ns 

Ab x N x Mo 4     23,33ns    0,01ns   2,91ns   0,18ns 

Rt x N x Mo 4     37,56ns    0,01ns   2,51ns   0,15ns 

Ab x Rt x N x Mo 4       5,37ns    0,03ns   1,92ns   0,17ns 

Erro 160     34,29 0,03 2,72 0,19 

Total 199 - - - - 

CV (%)  -     10,85      14,71     12,42        13,43 



65 

 

APÊNDICE D – Análise de variância das massas secas da parte aérea (MSPA), raiz 
(MSR) e total (MST) e nitrogênio acumulado na parte aérea (NAPA) 
do milho AL Bandeirante do experimento realizado em esquema 
fatorial no delineamento inteiramente casualizado, em Rio Branco, 
AC, 2015 

ns
 Não significativo; 

*
 significativo a 5% de probabilidade; 

**
 significativo a 1% de probabilidade 

Ab: Azospirillum brasilense; Rt: Rhizobium tropici; N: nitrogênio; Mo: molibdênio 
CV: Coeficiente de variação 

 

 

 

Fonte de variação GL 
Quadrados médios 

MSPA MSR MST NAPA 

Ab 1   672,36**    917,67**  3066,32**   35744,62** 

Rt 1        0,03ns        1,00ns        1,91ns      3019,91ns 

N 1 1355,52** 1042,87** 4698,45** 124770,89** 

Mo 4      45,50ns     40,24ns    130,93ns      4648,40ns 

Ab x Rt 1      44,34ns     80,80ns    227,48ns      2311,75ns 

Ab x N 1   234,93**   309,23** 1046,31**   51933,08** 

Ab x Mo 4        2,26ns      28,09ns      45,70ns      3969,02ns 

Rt x N 1    220,32**  282,47** 1056,16**   44100,73** 

Rt x Mo 4         9,44ns      121,30*     163,43ns        950,22ns 

N x Mo 4         3,89ns     41,30ns       63,73ns     4122,86ns 

Ab x Rt x N 1     74,83*     11,90ns     167,65ns     6921,68ns 

Ab x Rt x Mo 4       13,57ns     27,08ns       48,31ns 10399,78* 

Ab x N x Mo 4       13,17ns     81,68ns     108,98ns   9209,17* 

Rt x N x Mo 4       21,80ns     33,09ns       62,50ns     2419,70ns 

Ab x Rt x N x Mo 4      16,02ns     36,41ns       96,51ns     2142,85ns 

Erro 160   17,74   39,75     69,58  3313,94 

Total 199 - - - - 

CV (%)  -   17,36   25,75     17,09      22,68 
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APÊNDICE E –  Análise de variância da altura das plantas (AP), diâmetro basal do 
colmo (DBC) e massa seca das folhas (MSF) do milho AG 1051 do 
experimento realizado em esquema fatorial no delineamento 
inteiramente casualizado, em Cacoal, RO, 2016 

Fonte de variação GL 
Quadrados médios 

AP DBC MSF 

Ab 1 <0,01ns   0,05ns    35,59** 

Rt 1 <0,01ns   0,01ns 0,09ns 

Mo 1 0,09* <0,01ns 0,28ns 

N 1 0,08*   0,03ns 1,97ns 

Ab x Rt 1 <0,01ns   0,01ns 0,63ns 

Ab x Mo 1  0,05ns <0,01ns 2,27ns 

Ab x N 1  0,01ns   0,01ns 6,34ns 

Rt x Mo 1  0,01ns <0,01ns 0,05ns 

Rt x N 1  0,03ns <0,01ns 0,44ns 

Mo x N 1     <0,01ns   0,06ns 3,44ns 

Ab x Rt x Mo 1     <0,01ns   0,01ns 0,01ns 

Ab x Rt x N 1  0,03ns <0,01ns 1,75ns 

Ab x Mo x N 1     <0,01ns <0,01ns 0,26ns 

Rt x Mo x N 1  0,02ns <0,01ns   14,54ns 

Ab x Rt x Mo x N 1     <0,01ns <0,01ns 0,21ns 

Erro 64       0,02  0,020     4,07 

Total 79 - - - 

CV (%) - 7,64 8,04     5,61 

  ns
 Não significativo; 

*
 significativo a 5% de probabilidade; 

**
 significativo a 1% de probabilidade 

 Ab: Azospirillum brasilense; Rt: Rhizobium tropici; Mo: molibdênio; N: nitrogênio 
 CV: Coeficiente de variação 
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APÊNDICE F –  Análise de variância das massas secas do colmo (MSC), pendão (MSP) 
e parte aérea (MSPA) do milho AG 1051 do experimento realizado 
em esquema fatorial no delineamento inteiramente casualizado, 
em Cacoal, RO, 2016 

Fonte de variação GL 
Quadrados médios 

MSC MSP MSPA 

Ab 1 36,63ns 3,91ns 195,84ns 

Rt 1 20,64ns 4,73ns  49,22ns 

Mo 1   3,77ns 0,37ns    9,46ns 

N 1   257,80* 2,88ns   366,93* 

Ab x Rt 1  2,63ns 0,03ns    0,44ns 

Ab x Mo 1     13,75ns 0,26ns    2,86ns 

Ab x N 1 44,69ns 4,37ns 50,58ns 

Rt x Mo 1   7,89ns 0,98ns   4,15ns 

Rt x N 1 39,38ns 0,41ns 39,13ns 

Mo x N 1 12,86ns 3,49ns 53,38ns 

Ab x Rt x Mo 1 17,49ns 0,54ns 25,26ns 

Ab x Rt x N 1   0,66ns 3,72ns   5,95ns 

Ab x Mo x N 1 23,12ns 2,87ns 13,15ns 

Rt x Mo x N 1 11,15ns 0,08ns 47,14ns 

Ab x Rt x Mo x N 1   5,25ns 0,13ns   5,73ns 

Erro 64     36,95          2,50     55,47 

Total 79 - - - 

CV (%) -       8,79        23,23 6,65 

ns
 Não significativo; 

*
 significativo a 5% de probabilidade; 

**
 significativo a 1% de probabilidade 

Ab: Azospirillum brasilense; Rt: Rhizobium tropici; Mo: molibdênio; N: nitrogênio 
CV: Coeficiente de variação 
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APÊNDICE G – Análise de variância das massas secas da raiz (MSR) e total (MST) 
e do nitrogênio acumulado na parte aérea (NAPA) do milho AG 1051 
do experimento realizado em esquema fatorial no delineamento 
inteiramente casualizado, em Cacoal, RO, 2016 

Fonte de variação GL 
Quadrados médios 

MSR MST NAPA 

Ab 1  198,73ns   0,01* 44785,97ns 

Rt 1    13,51ns 114,29ns 13799,97ns 

Mo 1  491,49ns 364,57ns   8430,38ns 

N 1     683,69*    2052,34** 41133,49ns 

Ab x Rt 1    33,74ns  26,47ns  552962,31** 

Ab x Mo 1    36,11ns  18,64ns 91545,94ns 

Ab x N 1      0,61ns  40,05ns  154271,02* 

Rt x Mo 1  117,15ns  77,23ns  102676,24ns 

Rt x N 1      3,16ns  20,06ns     26,99* 

Mo x N 1    84,73ns    3,60ns 89559,51ns 

Ab x Rt x Mo 1    83,62ns  16,97ns  243572,58** 

Ab x Rt x N 1    88,60ns  48,64ns 56230,52ns 

Ab x Mo x N 1  235,33ns      137,24ns   2064,30ns 

Rt x Mo x N 1    91,40ns      269,82ns 90811,60ns 

Ab x Rt x Mo x N 1      3,43ns    0,29ns   9894,64ns 

Erro 64     144,95      175,55    28786,76 

Total 79 - - - 

CV (%) -  17,94  7,40    19,35 

ns
 Não significativo; 

*
 significativo a 5% de probabilidade; 

**
 significativo a 1% de probabilidade 

Ab: Azospirillum brasilense; Rt: Rhizobium tropici; Mo: molibdênio; N: nitrogênio 
CV: Coeficiente de variação 
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APÊNDICE H – Desdobramento da análise de variância da altura da planta (AP) do 
milho AL Bandeirante, considerando a interação tripla de Azospirillum 
brasilense, Rhizobium tropici e nitrogênio 

Fonte de variação GL Quadrados médios 

Ab dt [Rt(0) N(0)] 1 532,03** 

Ab dt [Rt(0) N(1)] 1                 186,63* 

Ab dt [Rt(1) N(0)] 1               1436,48** 

Ab dt [Rt(1) N(1)] 1                 188,96* 

Rt dt [Ab(0) N(0)] 1 255,83** 

Rt dt [Ab(0) N(1)] 1 547,14** 

Rt dt [Ab(1) N(0)] 1     1,35ns 

Rt dt [Ab(1) N(1)] 1   16,13ns 

N dt [Ab(0) Rt(0)] 1                 214,66* 

N dt [Ab(0) Rt(1)] 1               2920,01** 

N dt [Ab(1) Rt(0)] 1   27,53ns 

N dt [Ab(1) Rt(1)] 1     5,71ns 

Erro 160                   34,29 

ns
 Não significativo; 

*
 significativo a 5% de probabilidade; 

**
 significativo a 1% de probabilidade 

Ab: Azospirillum brasilense; Rt: Rhizobium tropici; N: nitrogênio 
(0) Ausência do fator; (1) Presença do fator 
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APÊNDICE I – Desdobramento da análise de variância do diâmetro basal do colmo 
(DBC) do milho AL Bandeirante, considerando a interação tripla de 
Azospirillum brasilense, Rhizobium tropici e nitrogênio 

  Fonte de variação GL Quadrados médios 

Ab dt [Rt(0) N(0)] 1   0,04ns 

Ab dt [Rt(0) N(1)] 1 0,14* 

Ab dt [Rt(1) N(0)] 1 0,18* 

Ab dt [Rt(1) N(1)] 1   0,02ns 

Rt dt [Ab(0) N(0)] 1  0,16* 

Rt dt [Ab(0) N(1)] 1    0,12ns 

Rt dt [Ab(1) N(0)] 1    0,03ns 

Rt dt [Ab(1) N(1)] 1    0,02ns 

N dt [Ab(0) Rt(0)] 1  <0,01ns 

N dt [Ab(0) Rt(1)] 1  0,52* 

N dt [Ab(1) Rt(0)] 1    0,02ns 

N dt [Ab(1) Rt(1)] 1    0,02ns 

Erro 160 0,03 

ns
 Não significativo; 

*
 significativo a 5% de probabilidade; 

**
 significativo a 1% de probabilidade 

Ab: Azospirillum brasilense; Rt: Rhizobium tropici; N: nitrogênio;  
(0) Ausência do fator; (1) Presença do fator 
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APÊNDICE J – Desdobramento da análise de variância da massa seca da folha 
(MSF) do milho AL Bandeirante, considerando a interação tripla de 
Azospirillum brasilense, Rhizobium tropici e nitrogênio 

Fonte de variação GL Quadrados médios 

Ab dt [Rt(0) N(0)] 1 24,81** 

Ab dt [Rt(0) N(1)] 1                  13,68* 

Ab dt [Rt(1) N(0)] 1                106,08** 

Ab dt [Rt(1) N(1)] 1    1,93ns 

Rt dt [Ab(0) N(0)] 1 47,17** 

Rt dt [Ab(0) N(1)] 1 55,85** 

Rt dt [Ab(1) N(0)] 1    2,40ns 

Rt dt [Ab(1) N(1)] 1    5,69ns 

N dt [Ab(0) Rt(0)] 1 20,97** 

N dt [Ab(0) Rt(1)] 1                358,01** 

N dt [Ab(1) Rt(0)] 1                  10,87* 

N dt [Ab(1) Rt(1)] 1 52,29** 

Erro 160 2,72 

ns
 Não significativo; 

*
 significativo a 5% de probabilidade; 

**
 significativo a 1% de probabilidade 

Ab: Azospirillum brasilense; Rt: Rhizobium tropici; N: nitrogênio;  
(0) Ausência do fator; (1) Presença do fator 
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APÊNDICE K –  Desdobramento da análise de variância da massa seca do colmo 
(MSC) do milho AL Bandeirante, considerando a interação dupla de 
Azospirillum brasilense e nitrogênio 

Fonte de variação GL Quadrados médios 

Ab dt [N(0)] 1 7,40**      

Ab dt [N(1)] 1 0,54ns 

N dt [Ab(0)] 1 9,56** 

N dt [Ab(1)] 1 1,22* 

Erro 160                    0,19 

Dados transformados para x
 

ns
 Não significativo; 

*
 significativo a 5% de probabilidade; 

**
 significativo a 1% de probabilidade 

Ab: Azospirillum brasilense; N: nitrogênio;  
(0) Ausência do fator; (1) Presença do fator 

 

 

APÊNDICE L – Desdobramento da análise de variância da massa seca do colmo (MSC) 
do milho AL Bandeirante, considerando a interação dupla Rhizobium 
tropici e nitrogênio 

Fonte de variação GL Quadrados médios 

Rt dt [N(0)] 1                    0,78* 

Rt dt [N(1)] 1   0,35ns       

N dt [Rt(0)] 1  1,86** 

N dt [Rt(1)] 1  8,03** 

Erro 160                   0,19 

Dados transformados para x
 

ns
 Não significativo; 

*
 significativo a 5% de probabilidade; 

**
 significativo a 1% de probabilidade 

Ab: Rhizobium tropici; N: nitrogênio;  
(0) Ausência do fator; (1) Presença do fator 
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APÊNDICE M – Desdobramento da análise de variância da massa seca da parte 
aérea (MSPA) do milho AL Bandeirante, considerando a interação 
tripla de Azospirillum brasilense, Rhizobium tropici e nitrogênio 

Fonte de variação GL Quadrados médios 

Ab dt [Rt(0) N(0)] 1 385,45**      

Ab dt [Rt(0) N(1)] 1 167,86** 

Ab dt [Rt(1) N(0)] 1 467,62**      

Ab dt [Rt(1) N(1)] 1     5,54ns 

Rt dt [Ab(0) N(0)] 1 69,32* 

Rt dt [Ab(0) N(1)] 1                 230,07** 

Rt dt [Ab(1) N(0)] 1  40,12ns 

Rt dt [Ab(1) N(1)] 1    0,02ns 

N dt [Ab(0) Rt(0)] 1                205,22** 

N dt [Ab(0) Rt(1)] 1              1430,30** 

N dt [Ab(1) Rt(0)] 1  58,50ns 

N dt [Ab(1) Rt(1)] 1                191,58** 

Erro 160                  17,74 

ns
 Não significativo; 

*
 significativo a 5% de probabilidade; 

**
 significativo a 1% de probabilidade 

Ab: Azospirillum brasilense; Rt: Rhizobium tropici; N: nitrogênio;  
(0) Ausência do fator; (1) Presença do fator 
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APÊNDICE N – Desdobramento da análise de variância da massa seca da raiz (MSR) 
do milho AL Bandeirante, considerando a interação dupla de 
Azospirillum brasilense e nitrogênio 

Fonte de variação GL Quadrados médios 

Ab dt [N(0)] 1 1146,15** 

Ab dt [N(1)] 1      80,75ns 

N dt [Ab(0)] 1 1243,94** 

N dt [Ab(1)] 1    108,17ns 

Erro 160   39,75 

ns
 Não significativo; 

**
 significativo a 1% de probabilidade  

Ab: Azospirillum brasilense; N: nitrogênio;  
(0) Ausência do fator; (1) Presença do fator 

 

 

APÊNDICE O – Desdobramento da análise de variância da massa seca da raiz 
(MSR) do milho AL Bandeirante, considerando a interação dupla de 
Rhizobium tropici e nitrogênio 

Fonte de variação GL Quadrados médios 

Rt dt [N(0)] 1                 158,56** 

Rt dt [N(1)] 1 124,91ns 

N dt [Rt(0)] 1 119,92ns 

N dt [Rt(1)] 1               1205,42** 

Erro 160 39,75 

ns
 Não significativo; 

**
 significativo a 1% de probabilidade  

Ab: Rhizobium tropici; N: nitrogênio;  
(0) Ausência do fator; (1) Presença do fator 
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APÊNDICE P – Desdobramento da análise de variância da massa seca total (MST) 
do milho AL Bandeirante, considerando a interação dupla de 
Azospirillum brasilense e nitrogênio 

Fonte de variação GL Quadrados médios 

Ab dt [N(0)] 1               3847,50** 

Ab dt [N(1)] 1 265,14ns 

N dt [Ab(0)] 1               5089,60** 

N dt [Ab(1)] 1 655,17** 

Erro                     160 69,58 

ns
 Não significativo; 

**
 significativo a 1% de probabilidade 

Ab: Azospirillum brasilense; N: nitrogênio;  
(0) Ausência do fator; (1) Presença do fator 

 

 

APÊNDICE Q – Desdobramento da análise de variância da massa seca total (MST) 
do milho AL Bandeirante, considerando a interação dupla de 
Rhizobium tropici e nitrogênio 

Fonte de variação GL Quadrados médios 

Rt dt [N(0)] 1 573,99** 

Rt dt [N(1)] 1 484,09** 

N dt [Rt(0)] 1 649,68** 

N dt [Rt(1)] 1               5104,93** 

Erro                     160 69,58 

ns
 Não significativo; 

**
 significativo a 1% de probabilidade 

Ab: Rhizobium tropici; N: nitrogênio;  
(0) Ausência do fator; (1) Presença do fator 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



76 

 

APÊNDICE R – Desdobramento da análise de variância do nitrogênio acumulado na 
parte aérea (NAPA) do milho AL Bandeirante, considerando a 
interação dupla de Azospirillum brasilense e nitrogênio 

Fonte de variação GL Quadrados médios 

Ab dt [N(0)] 1 86923,98** 

Ab dt [N(1)] 1      753,72ns 

N dt [Ab(0)] 1             168848,80** 

N dt [Ab(1)] 1   7855,17ns 

Erro                     160 3313,94 

ns
 Não significativo; 

**
 significativo a 1% de probabilidade 

Ab: Azospirillum brasilense; N: nitrogênio;  
(0) Ausência do fator; (1) Presença do fator 

 

 

APÊNDICE S – Desdobramento da análise de variância do nitrogênio acumulado na 
parte aérea (NAPA) do milho AL Bandeirante, considerando a 
interação dupla de Rhizobium tropici e nitrogênio 

Fonte de variação GL Quadrados médios 

Rt dt [N(0)] 1 12019,95ns 

Rt dt [N(1)] 1 35100,70** 

N dt [Rt(0)] 1 10257,06ns 

N dt [Rt(1)] 1             158614,56** 

Erro                     160 3313,94 

ns
 Não significativo; 

**
 significativo a 1% de probabilidade 

Ab: Azospirillum brasilense; N: nitrogênio;  
(0) Ausência do fator; (1) Presença do fator 
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APÊNDICE T –  Desdobramento da análise de variância do nitrogênio acumulado na 
parte aérea (NAPA) do milho AG 1051, considerando a interação 
dupla de Azospirillum brasilense e nitrogênio 

Fonte de variação GL Quadrados médios 

Ab dt [N(0)] 1 16407,04ns 

Ab dt [N(1)] 1             182649,95* 

N dt [Ab(0)] 1 18042,32ns 

N dt [Ab(1)] 1             177362,20ns 

Erro 64               28786,76 

ns
 Não significativo; * significativo a 5% de probabilidade 

Ab: Azospirillum brasilense; N: nitrogênio;  
(0) Ausência do fator; (1) Presença do fator 
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APÊNDICE U – Desdobramento da análise de variância do nitrogênio acumulado na 
parte aérea (NAPA) do milho AG 1051, considerando a interação 
tripla Azospirillum brasilense, Rhizobium tropici e molibdênio 

Fonte de variação GL Quadrados médios 

Ab dt [Rt(0) Mo(0)] 1      6331,78ns 

Ab dt [Rt(0) Mo(1)] 1 766795,88** 

Ab dt [Rt(1) Mo(0)] 1    29074,05ns 

Ab dt [Rt(1) Mo(1)] 1              130665,09* 

Rt dt [Ab(0) Mo(0)] 1        555,21ns 

Rt dt [Ab(0) Mo(1)] 1              701447,88** 

Rt dt [Ab(1) Mo(0)] 1    51311,69ns 

Rt dt [Ab(1) Mo(1)] 1              159696,33* 

Mo dt [Ab(0) Rt(0)] 1              365024,26** 

Mo dt [Ab(0) Rt(1)] 1   44011,71ns 

Mo dt [Ab(1) Rt(0)] 1   36834,80ns 

Mo dt [Ab(1) Rt(1)] 1      354,36ns 

Erro 64               28786,76 

ns
 Não significativo; 

**
 significativo a 1% de probabilidade; * significativo a 5% de probabilidade 

Ab: Azospirillum brasilense; Rt: Rhizobium tropici; Mo: molibdênio  
(0) Ausência do fator; (1) Presença do fator 
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APÊNDICE V – Análise de variância do desdobramento dos graus de liberdade dos 
tratamentos em um contraste comparando ausência e presença de 
molibdênio das variáveis altura de planta (AP), diâmetro basal do 
colmo (DBC), massas secas da folha (MSF) e do colmo (MSC) do 
milho AL Bandeirante 

ns
 Não significativo 

 

 

APÊNDICE W – Análise de variância do desdobramento dos graus de liberdade dos 
tratamentos em um contraste comparando ausência e presença de 
molibdênio das variáveis massas secas da parte aérea (MSPA), 
raiz (MSR) e total (MST) e nitrogênio acumulado na parte aérea 
(NAPA) do milho AL Bandeirante 

ns
 Não significativo 

 
 

 

Fonte de variação GL 
Quadrados médios 

AP DBC MSF MSC 

Contraste  1       3,37ns    0,01ns    <0,01ns    <0,01ns 

Erro 160 34,29 0,03   2,72   0,19 

Fonte de variação GL 
Quadrados médios 

MSPA MSR MST NAPA 

Contraste  1      0,65ns      6,92ns      9,09ns        1,60ns 

Erro 160 17,74  39,75  69,58    3313,94 


