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Resumo: Para diminuir a aplicação de fertilizantes nitrogenados (N) na cultura do milho, têm sido estudadas as bactérias fixadoras. O objetivo do 
trabalho é avaliar o crescimento vegetativo de genótipos de milho sob diferentes doses de nitrogênio e inoculantes em casa-de-vegetação. O 
experimento desenvolvido em delineamento experimental inteiramente ao acaso com esquema fatorial 2x5, sendo duas cultivares de milho 
(BRS4103 e BRS1010) e cinco manejos de adubação (inoculação de Azospirillum brasilense estirpes AbV5 e AbV6 e 50% da dose de N 
recomendada (T1); inoculação de Bacillus spp. isolado EB16 e 50% da dose de N recomendada (T2); 100% da dose de N (T3); 0% da dose de N 
(T4) e 50% da dose de N (T5) em três repetições. Após 60 dias da semeadura, foram realizadas avaliações de altura de plantas, área foliar e teor 
de nitrogênio. As bactérias utilizadas no milho BRS 4103 proporcionaram médias superiores, para teor de nitrogênio e a área foliar, sendo esta 
última característica favorecida na aplicação de 100% de N. Para o milho BRS 1010, o teor de nitrogênio foi superior quando se utilizou o isolado 
EB16 e 100% de N. Houve um aproveitamento pelas plantas inoculadas com os microrganismos promotores de crescimento quanto ao teor de N 
para o período vegetativo da cultura, dependendo do genótipo de milho. 
Palavras-chave: Zea mays, Bacillus, Azospirillum, fixação biológica de nitrogênio. 

1. Introdução 
O milho (Zea mays L.) é um dos cereais mais cultivados no mundo para alimentação animal e humana, uso industrial e energético 

como biocombustíveis (ULRICH et al., 2023). O Brasil é o terceiro maior produtor de milho do mundo, com produção de 125.715,3 
milhões de toneladas de grãos na safra 22/23, ocupando área de 22.152,3 milhões de hectares (CONAB, 2023). Minas Gerais é o 
estado de maior produção (5.133,4 milhões de t), enquanto Santa Catarina ocupou o quarto lugar (2.556,8 milhões de toneladas) na 
primeira safra de 22/23 (CONAB, 2023). 

Devido à sua grande importância no contexto no agronegócio brasileiro, pesquisas no sentido de melhorar o aproveitamento da 
adubação mineral por parte da cultura vêm sendo desenvolvidas, em especial a adubação nitrogenada (TORRES et al., 2015). O 
nitrogênio (N) é um elemento extraído em grande quantidade pela planta, chegando a 75% da massa seca (OLIVEIRA et al., 2022). 
A necessidade de N na planta do milho varia entre 60 a 100 kg de N por ha, dependendo do tipo de genótipo e do solo para que esse 
tenha seu desenvolvimento pleno (CADORE et al., 2023). 

Os fertilizantes minerais nitrogenados são utilizados para adubação da cultura, porém são oriundos da extração de compostos 
fósseis, não renováveis e prejudiciais ao meio ambientes, pois são de fácil perda por lixiviação (GUIMARÃES et al., 2020). Outro 
fator é o preço alto para sua aquisição. Por este motivo estudos vêm sendo desenvolvidos com objetivo de suplementar ou mesmo 
substituir os fertilizantes minerais na cultura de forma sustentável, como o uso, cada vez maior, de inoculação com microrganismos 
fixadores e promotores de crescimento (CHAGAS JUNIOR et al., 2022). 

O N é um dos nutrientes que mais limita a produção, por ser essencial para o metabolismo das plantas, associado ao crescimento 
e desenvolvimento de drenos reprodutivos (TORRES et al., 2015). Apesar de ser considerado o nutriente indispensável para se 
alcançar alta produtividade, o processo industrial de produção dos fertilizantes utilizados como fontes de N possui elevados custos, 
o que tem impulsionado a busca por fontes naturais de nitrogênio (FERREIRA et al., 2020; GUIMARÃES et al., 2020). 

A utilização de bactérias promotoras do crescimento de plantas tem demonstrado eficiência em fixar nitrogênio, além de 
estimular o crescimento pela síntese de fitohomônios e seu potencial para controle biológico (FERREIRA et al., 2018). Além disto, 
possuem menor valor comercial que fertilizantes e não prejudicam o meio ambiente (HUNGRIA et al., 2010). 

Os gêneros bacterianos mais estudados são Agrobacterium, Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia, Pseudomonas, Serratia, 
Azotobacter, Staphylococcus e Azospirillum (LEONCIO; BOTELHO, 2017; MAHMOOD et al., 2016). O gênero Azospirillum, 
além da capacidade de estimular o crescimento da planta, por meio da fixação biológica de nitrogênio (FBN), destaca-se pela síntese 
de hormônios, a exemplo das auxinas, promovendo a expansão do caule da planta pelo alongamento celular e crescimento radicular 
da planta, em razão de uma melhor resposta à luz e nutrientes (OLIVEIRA et al., 2022). O gênero Bacillus tem a capacidade de 
solubilizar fósforo (FREITAS et al., 1997), fixar N (LIMA et al., 2011) e de controle de patógenos causadores de doenças em plantas 
(BALBINOT et al., 2020; CHAGAS JUNIOR et al., 2022). 

Estudos desenvolvidos sobre o uso de bactérias na cultura do milho são favoráveis para maior crescimento da parte aérea da 
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planta, mas são escassas as informações sobre as condições de cultivo, sobre os genótipos de milho utilizados, tipos e doses de 
inoculantes (GUIMARÃES et al., 2023; OLIVEIRA et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2022). Assim, buscou-se averiguar estas 
informações nos diferentes genótipos de milho (híbrido simples BRS 1010 e a variedade de polinização aberta BRS 4103) 
submetidos a inoculantes com bactérias Azospirillum brasilense e Bacillus spp., com diferentes doses de nitrogênio. 

2. Material e Métodos 
O presente estudo foi realizado em casa de vegetação localizada na sede da Universidade Federal de Santa Catarina, campus de 

Curitibanos, entre as coordenadas geográficas 27°17’05” S e 50°32’05” O. Na casa de vegetação, a bancada é de altura de 1.30 m 
com 3 m de comprimento e 1,2 m de largura e a temperatura na casa de vegetação manteve-se em torno de 25ºC. Foi realizado a 
análise de solo da área agroecológica da Fazenda Experimental Agropecuária para colocar nos vasos contendo solo (Tabela 1). 

 
Tabela 1 – Propriedades químicas do solo antes da implantação do experimento. UFSC, Curitibanos-SC, Brasil, 2023. 

Propriedades pH   P Zn Fe Mn Cu   V   MO  K Ca2 Mg2+ Al3+ H+Al SB CTC 
pH7 

Amostras (0-20 
cm) 

Água  (mg dm-3)  (%)  (g dm-3)  Cmolc dm-3 
6,3   7,7 1,9 20,8 11,1 4,7   76,8   36,77   0,2 9,4 4,6 0,0 4,6 14,1 18,4 

 

 
O delineamento experimental foi o inteiramente ao acaso com esquema fatorial 2x5, sendo dois genótipos de milho (BRS1010 

e BRS4103) e cinco manejos de adubação: inoculação de Azospirillum brasilense estirpes AbV5 e AbV6 e 50% da dose de N 
recomendada (T1); inoculação de Bacillus spp isolado EB16 e 50% da dose de N recomendada (T2); 100% da dose de N (T3); 0% 
da dose de N (T4); e 50% da dose de N (T5), com três repetições, sendo cada parcela foi composta por um vaso de 5L, e semeadas 
quatro sementes de milho por vaso. O desbaste foi feito após sete dias, deixando apenas duas plântulas por vaso. A necessidade de 
irrigação foi verificada diariamente e estabelecido turno de regas, quando necessário, utilizando mangueira, em que a água foi 
distribuída aos vasos até a terra estar visualmente úmida. 

Para o inoculante à base de Bacillus spp. foi utilizado o isolado EB16, obtido da rizosfera de alho cultivado na região de 
Curitibanos-SC (BALBINOT et al., 2020). O isolado foi cultivado em 5,0 mL de meio Luria Bertani (LB) por 24h a 28ºC. Em 
seguida, 3,0 mL da suspensão bacteriana foram transferidos para frascos contendo 0.5 g de turfa previamente esterilizada. Após a 
inoculação, os frascos foram levados a estufa bacteriológica por 72h a 28°C. Para o tratamento do inoculante comercial, Azospirillum 
brasilense, estirpes AbV5 e AbV6, com concentração de 2x107 UFC mL-1 com dose recomendada de 2 mL kg-1, foi colocada a 
dosagem de 0,5 mL. 
Para todos os tratamentos sem inoculação, com ou sem adubação foram preparados frascos contendo 0,5 g de turfa esterilizada 
mantidos nas mesmas condições. Todos os tratamentos receberam 0,5 mL de solução açucarada a 10% para padronização, de 
acordo com as recomendações para inoculantes turfosos. 

Foram realizadas as adubações nitrogenada, seguindo os cálculos o manual de adubação e calagem SBCS-NRS (2016), de acordo 
com os tratamentos (Tabela 2). Na adubação de semeadura, foi utilizada a ureia como fonte de nitrogênio, cloreto de potássio como 
fonte de potássio e fosfato monoamônico (MAP) como fonte de fósforo. Na adubação de cobertura (após 30 dias), foi utilizado 
somente a ureia. 
 

Tabela 2 – Adubações realizada por vaso na cultura do milho para cada genótipo. UFSC, Curitibanos-SC, Brasil, 2023. 
Manejo Adubação de semeadura kg ha-1N Adubação de cobertura kg ha-1N 

A. brasilense 3,3 3,3 
Bacillus spp. 3,3 3,3 

100%N 6,6 6,6 
0%N 0,0 0,0 
50%N 3,3 3,3 

 

Fonte – Autores, 2023. 
 

As características avaliadas aos 60 dias após a semeadura foram: i) altura da planta (AP) (cm), determinada com uma trena 
métrica graduada da base do solo até a última folha; ii) área foliar (AF) (cm2), obtida por meio da medida da largura e do 
comprimento da folha no terço médio da planta; iii) teor de nitrogênio foliar (kg ha-1), foi retirada a folha no terço médio +4, sem a 
nervura principal, e o N foi determinado de acordo com Tedesco et al. (1995). 

Os resultados foram submetidos à análise de variância e, identificando-se a diferença significativa pelo teste F, as médias foram 
comparadas entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade, utilizando o programa Genes (CRUZ, 2016). 

3. Resultados e Discussão 
Houve diferença significativa para as variáveis área foliar e teor de nitrogênio para a interação genótipo de milho e manejo de 

adubação (Tabela 3). Já para a altura plantas, os genótipos de milhos foram diferentes. 
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Tabela 3 – Resumo da análise de variância (quadrados médios) das características analisadas referente ao manejo (inoculantes e doses de 
nitrogênio) e genótipos de milho. UFSC, Curitibanos-SC, Brasil, 2023. 

FV GL AP AF NITRO 
Manejo (M) 4 14,38ns 1942,15ns 811,34* 

Genótipo (G) 1 353,63* 1189,44ns 759,83* 
M x G 4 18,22ns 7968,44* 335,04* 

Resíduo 20 25,43 2358,18 33,89 
Média 55,9 188,71 34,66 
CV% 9,02 25,73 16,79 

 

FV (Fontes de variação), GL (Grau de liberdade), AP (Altura de plantas), AF (Área foliar), NITRO (Teor de Nitrogênio foliar) CV% (Coeficiente 
de Variação). *Significativo ens não significativo ao nível de 5% de probabilidade pelo teste F. 

 
Para a área foliar, o genótipo de milho BRS 1010 não apresentou diferença entre as doses de nitrogênio e inoculantes (Tabela 

4). Para o genótipo BRS 4103, os dois inoculantes com bactérias e a adubação de 100% de N resultaram em médias superiores de área 
foliar em comparação aos tratamentos de 0% e 50% de N. 
 

Tabela 4  –  Efeito da inoculação de diferentes bactérias e doses de N na área foliar (AF) e nos teores de nitrogênio das folhas em dois genótipos 
de milho. UFSC, Curitibanos-SC, Brasil, 2023. 

Manejo 
Genótipos 

  BRS 1010  BRS 4103    BRS 1010  BRS 4103  
AF (cm²)  Teor de Nitrogênio (kg ha-1) 

A. brasilense 168,7Aa 236,0Aab  42,9Ab 47,8Aa 
Bacillus spp. 156,7Aa 181,7Aab  49,7Aab 41,5Aa 

100%N 223,7Aa 258,5Aa  54,1Aa 20,9Bb 
0%N 164,7Aa 149,8Ab  20,6Ac 18,5Ab 
50%N 199,1Aa 149,0Ab  31,1Ac 19,4Bb 

 

*Médias seguidas pelas mesmas letras maiúsculas na horizontal não diferem estatisticamente entre si pelo teste F (5%). Médias seguidas pelas 
mesmas letras minúsculas na vertical não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (5%). 

 
Em estudos realizados por Bonelli e Andrade (2020), percebeu-se que a maior área foliar proporcionou maior atividade 

fotossintética pela planta que necessita absorver mais nutrientes para seu desenvolvimento e, consequentemente, mais nitrogênio 
estará presente nas folhas pela alta exportação para as partes aéreas. No presente estudo, verificou-se a associação de área foliar 
com o nitrogênio, sendo influenciado com o tipo de genótipo de milho utilizado, ou seja, no BRS 4103 resultou em estímulos 
bacterianos e já no BRS 1010 foi no isolado de Bacillus spp. EB16 (Tabela 4). 

Os teores de nitrogênio foliar variaram de 18,47 a 54,05 kg ha-1 (Tabela 4). O genótipo BRS 1010 obteve maior média de teor de 
nitrogênio foliar que o genótipo BRS 4103, quando adubado com 50 e 100% da dose recomendada de N. Para a cultivar BRS 4103, o 
teor de nitrogênio foliar foi a maior com os tratamentos inoculados (Tabela 4) quando comparado aos demais. Isto sugere que as 
bactérias potencializaram a absorção desse nutriente e, consequentemente, sua translocação, podendo incrementar o crescimento da 
planta e sua produtividade. A maior absorção e concentração de nitrogênio pelas plantas inoculadas não é resultado apenas do 
processo de fixação biológica de nitrogênio, mas também devido a liberação de substâncias responsáveis pelo seu crescimento, que 
favorecem o desenvolvimento radicular, como o AIA (Ácido indol-acético) e a outra que auxiliam na capacidade de  absorção de 
nutrientes (BALBINOT et al., 2020). 

O teor de N foliar é indicativo das quantidades do mineral absorvido pela raiz, e translocados para a parte aérea e, 
consequentemente, para os grãos, seja pela a suplementação por meio da adubação nitrogenada ou da FBN (GUIMARÃES et al., 
2020). Segundo Raij et al. (1996), a concentração de nitrogênio foliar que resulta na adequada nutrição da cultura do milho, encontra-
se entre 27 a 35 g kg-1. Pelos resultados do presente estudo, os inoculantes com as bactérias obtiveram resultados maiores, estando 
o isolado de Bacillus spp. EB16, juntamente com adubação de 100% de N. Os maiores teores de nitrogênio foliar foram observados 
para a cultivar BRS 1010 (Tabela 4). 

As bactérias do gênero Azospirillum têm proporcionado ganhos em produtividade, podendo ter um incremento de 75% a mais 
para a cultura do milho no fornecimento de nitrogênio (HUNGRIA, 2011). Oliveira et al. (2018), em estudos com os genótipos de 
milho BRS Caimbé e AG 1051 encontraram, em média, 88,05 kg ha-1 de nitrogênio nas folhas, quando utilizaram a inoculação de 
Azospirillum brasiliense. Lima et al. (2011), em estudos com o milho AG6040, obtiveram 2,80% a mais de nitrogênio foliar com a 
utilização de inoculante à base de Bacillus subtilis, quando comparado à aplicação de 100 kg de N ha-1. 
Entretanto, há variações nas respostas à inoculação. Cadore et al. (2023), em estudos de genótipos de milho Dekalb (DKB 310) e 
o BioGene 7046 (BG7046), encontraram que o inoculante Azospirillum não diferiu de doses de adubação nitrogenada. Esses 
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resultados sugerem que o material genético vegetal utilizado pode ter respostas diferenciadas à inoculação bacteriana. 
Para a altura de plantas, observou-se diferença entre os dois cultivares, em que a altura de BRS 4103 foi maior (59,33 cm) que 

em BRS 1010 (52,47 cm), aos 60 dias de avaliação, mas entre o manejo da adubação não apresentaram diferenças estatísticas. A 
altura de plantas é uma importante característica, pois está diretamente ligada à resistência da planta ao acamamento, ou seja, plantas 
maiores tem mais suscetibilidade ao acamamento. Entretanto, essas plantas produzem mais biomassa que pode ser utilizada em 
silagem, além de deixar maior residual de palhada sobre o solo (PACHECO et al., 2019; SILVEIRA et al., 2015). 

As diferenças nos resultados entre os trabalhos da literatura com o presente estudo podem ser devido aos genótipos de milho, as 
cepas de bactérias utilizadas na inoculação, doses de inoculante, do solo e clima do local de cultivo (GUIMARÃES et al, 2023; 
OLIVEIRA et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2022). É importante ressaltar que dentro das questões descritas no presente estudo, tipos 
de inoculantes de bactéria e genótipos de plantas, a resposta depende do genótipo quando utilizado Bacillus e Azospirillum. 

Diante do exposto, as bactérias utilizadas promoveram resultados efetivos no crescimento vegetativo do milho, especialmente 
quanto ao teor de nitrogênio e área foliar. Porém, houve variação quanto ao genótipo utilizado, sendo necessário conduzir mais 
experimentos e avaliar até o final do ciclo do milho para verificar se esse potencial bacteriano é transmitido para a produtividade 
em grãos, de acordo com o genótipo semeado. 

4. Conclusão 
A inoculação com as estirpes AbV5 e AbV6 de Azospirillum brasilense e o isolado EB16 de Bacillus spp. na cultivar BRS 4103, 

utilizando 50% da dose recomendada de nitrogênio, resultou em aumento significativo no teor de nitrogênio e na área foliar. Para a 
cultivar BRS 1010, o teor de nitrogênio foliar foi superior com a inoculação do isolado EB16 de Bacillus spp. associados a 50% da 
dose de nitrogênio, assim como com a adubação de 100% de N. Conclui-se que o uso de inoculantes no milho, indicou ser  dependente 
do genótipo utilizado e da interação com as espécies bacterianas, o que pode ter implicações significativas para a otimização da 
nutrição e produtividade do milho. 
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