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RESUMO 

 
SOUZA, RAQUEL RODRIGUES MÁXIMO DE. Instituto Federal Goiano  Campus 
Ceres/GO, fevereiro de 2024. Compatibilidade da inoculação de Azospirillum 
brasilense com pesticidas utilizados no tratamento de sementes de milho. 
Orientador: Dr. Wesley de Melo Rangel. Coorientadora: Priscila Jane Romano 
Gonçalves Selari. 
 
O milho (Zea mays L.) é uma das principais culturas produzidas no Brasil. Para ele 
alcançar a máxima produtividade, diversos fatores têm sido cruciais, como o uso de 
pesticidas e a inoculação de bactérias promotoras de crescimento vegetal. Porém a 
aplicação de pesticidas pode comprometer os benefícios da inoculação. Portanto, 
objetivou-se avaliar os efeitos do tratamento de sementes com fungicida e da inoculação 
com Azospirillum brasilense no desenvolvimento de plântulas de milho AG 1051. 
Foram conduzidos dois testes de germinação de sementes sob aplicação de fungicida e 
inoculação com A. brasilense Ab-V5 e Ab-V6, um ensaio em in vitro e outro em casa 
de vegetação. Ambos tiveram o delineamento inteiramente casualizado (DIC) com seis 
tratamentos, dispostos em esquema fatorial 3x2, sendo 3 níveis de inoculação i: sem 
inoculante, ii: dose recomendada (100 mL ha-1) e iii: dobro da dose recomendada (200 
mL ha-1) e 2 níveis de fungicida (com e sem aplicação). Além disso, foi avaliada a 
qualidade de quatro inoculantes comerciais, produzidos no Brasil, contendo estirpes de 
A. brasilense recomendadas para a cultura do milho. O teste de germinação in vitro 
demonstrou que, na ausência do tratamento com fungicida, as sementes inoculadas com 
a dose 1, equivalente a 100 mL ha-1, apresentaram maior porcentagem de germinação,  
cerca de 22,5% superior ao tratamento com fungicida e dose 1. No entanto, este 
comportamento não foi observado sob a dose 2, equivalente a 200 mL ha-1. No teste de 
germinação em casa de vegetação, algumas variáveis também  mostraram  efeito 
negativo do fungicida sobre a inoculação das sementes de milho com A. brasilense, 
tendo  as sementes inoculadas mostrado melhor resultado sob ambas as doses de 
inoculante, quando não foram tratadas com fungicida. Na verificação da concentração 
de células viáveis de A. brasilense em quatro inoculantes comerciais diferentes 
produzidos no Brasil, observou-se que, em dois produtos, o valor das unidades 
formadoras de colônia (UFC) se situava abaixo do recomendado pelo Ministério da 
Agricultura e Pecuária (MAPA). Considerando que o tratamento de sementes de milho 
com fungicida pode interferir nos benefícios da inoculação com A. brasilense, o 
controle de qualidade de inoculantes é imprescindível para garantir o mínimo da 
eficácia da inoculação, amenizando os efeitos da incompatibilidade com fungicidas 
utilizados no tratamento de sementes.

Palavras-chave: Interações milho-microrganismos, Inoculantes microbianos de 
sementes, Qualidade. 



 
 

ABSTRACT 
 
 
 
SOUZA, RAQUEL RODRIGUES MÁXIMO DE. Goiano Federal Institute, Ceres 
Campus, Goiás Stae (GO), Brazil, February 2024. Compatibility of Azospirillum 
brasilense inoculation with pesticides used in the corn seed treatment. Advisor: 
Prof. Dr. Rangel, Wesley de Melo. Coorientadora: Priscila Jane Romano Gonçalves 
Selari. 
 
Corn (Zea mays L.) is one of the main crops produced in Brazil and many factors have 
been crucial to achieve maximum yield, such as using pesticides and inoculation of 
bacteria that promote plant growth. However, the pesticide application can compromise 
the inoculation benefits. Therefore, this paper aimed to evaluate the seed treatment 
effects with fungicide and the inoculation with Azospirillum brasilense on the cv. AG 
1051 corn seedling development. Two seed germination tests were carried out under 
fungicide application and inoculation with A. brasilense Ab-V5 and Ab-V6, an in vitro 
test and another in a greenhouse. Both had a completely randomized design (CRD) with 
six treatments arranged in a 3x2 factorial scheme, 3 inoculation levels: (a) without 
inoculant; (b) recommended dose (100 mL ha-1); and (c) double the recommended dose 
(200 mL ha-1) and 2 fungicide levels (with and without application). Furthermore, the 
quality of four commercial inoculants produced in Brazil containing strains of A. 
brasilense recommended for corn crop was evaluated. The in vitro germination test 
showed that seeds inoculated with dose 1 equivalent to 100 mL ha-1 in the absence of 
treatment with fungicide showed a higher germination percentage, approximately 22.5% 
higher than the fungicide treatment and dose 1. However, this behavior was not 
observed under dose 2 equivalent to 200 mL ha-1. Some variations also showed the 
fungicide negative effect on the corn seed inoculated with A. brasilense in the 
greenhouse germination test, in which the inoculated seeds showed better results under 
both inoculant doses when they were not treated with fungicide. When verifying the 
viable cells concentration of A. brasilense in four different commercial inoculants 
produced in Brazil, it was noted that the value of colony forming units (CFU) was 
below that recommended by the Ministry of Agriculture and Livestock (MAPA, 
Brazilian acronym) of this country in two products. Since the corn seed treatment with 
fungicide can affect the inoculation benefit with A. brasilense, the inoculant quality 
control is essential to guarantee the minimum inoculation effectiveness, mitigating the 
incompatibility effects with fungicides used in seed treatment.
 
Keywords: Maize-microbe interactions, Quality, Seed microbial inoculants. 
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1. INTRODUÇÃO  

O milho (Zea mays L.) é uma gramínea pertencente à família Poaceae, originária 

da América Central. É uma das principais culturas produzidas no Brasil, visto que, 

anualmente, são cultivados cerca de oito milhões de hectares, divididos em várias 

microrregiões nacionais (Lemos; Rodriguez; Alves, 2020). O milho é o segundo grão 

mais produzido no Brasil, sendo o terceiro maior produtor mundial da cultura, atrás 

apenas de Estados Unidos e China (CONAB, 2023). Os grãos produzidos são destinados 

à alimentação animal e humana e à indústria para produção de etanol (CONAB, 2023). 

No estado de Goiás, a cultivar AG 1051 é bastante utilizada para o consumo de milho-

verde e para o preparo de vários derivados do milho. 

No Brasil, com o objetivo de alcançar a máxima produtividade do milho, além 

do manejo do solo, do uso de fertilizantes e do melhoramento genético, vêm sendo 

também empregados no tratamento de sementes a inoculação de bactérias promotoras 

de crescimento vegetal (BPCV) e o uso de fungicidas e inseticidas. Entre as BPCV, a 

espécie Azospirillum brasilense tem sido a mais estudada, sendo recomendada para 

inoculação em Poaceae, em razão dos  múltiplos mecanismos desempenhados, os quais 

beneficiam o desenvolvimento de plantas, incluindo   a fixação biológica de nitrogênio 

(FBN) (Galindo et al., 2019), a produção de fito-hormônios como auxinas (Zhang et al., 

2018), citocininas, giberelinas e etileno (Fukami; Cerezini; Hungria, 2018), além de 

conseguir aumentar a disponibilidade de nutrientes e auxiliar na resistência a patógenos 

(López-Reyes et al., 2017). 

Alguns estudos relatam contribuições eficientes da inoculação com A. brasilense 

em Poaceae, apresentando aumentos de 18% a 30% no potencial produtivo para cultura 

de trigo e milho, respectivamente, e reduzindo em cerca de 50% a necessidade de 

adubação nitrogenada de cobertura, sem afetar a produtividade (Hungria et al., 2010; 

Vogel et al., 2015). No entanto, há poucas informações a respeito dos efeitos 

decorrentes da compatibilidade do tratamento químico das sementes com pesticidas e da 

inoculação com A. brasilense no desenvolvimento das plantas de milho AG 1051.  

A incompatibilidade entre fungicidas utilizados no tratamento de sementes e 

inoculantes biológicos é considerada um dos grandes problemas na cultura da soja. 

Alguns estudos comprovaram a incompatibilidade de agrotóxicos com a simbiose 

Bradyrhizobium japonicum-soja, causando menor nodulação e, consequentemente, 
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diminuindo as taxas de fixação biológica de nitrogênio (FBN) (Osman et al., 2012; 

Rodrigues et al., 2020; Vogel et al., 2015). 

Depois da soja, o milho é a segunda cultura em que mais são aplicados 

agrotóxicos (Pignati et al., 2017). Essa aplicação de fungicidas no tratamento de 

sementes pode comprometer os benefícios da inoculação (Santos; Nogueira; Hungria, 

2019), contudo o uso exagerado de pesticidas na cultura do milho pode causar danos à 

biologia dos microrganismos utilizados para o preparo dos inoculantes, afetando a 

eficiência do uso de inoculantes com estirpes de bactérias da espécie Azospirillum 

brasilense, que são recomendadas para a cultura no Brasil, além de causar danos à 

biologia do solo, que pode resultar na diminuição da qualidade e da  quantidade da 

colheita (Rani et al., 2021).  

Alguns estudos comprovam que determinados ingredientes ativos, em especial 

fungicidas, vêm mostrando efeitos danosos sobre a atividade de BPCV, como vem 

ocorrendo com Bradyrhizobium spp. (Rodrigues et al., 2020) e Azospirillum spp. 

(Pereira et al., 2019; Santos et al., 2020). 

Portanto, como o tratamento de sementes com produtos químicos é um manejo 

bastante difundido na cultura do milho no Brasil (Fukami et al., 2016), torna-se 

fundamental avaliar a compatibilidade entre produtos químicos empregados no 

tratamento de sementes e inoculantes agrícolas e sua especificidade em relação a cada 

cultivar. Assim, o presente estudo objetivou avaliar o efeito do tratamento de sementes 

com o fungicida MAXIM® XL e da inoculação com A. brasilense no desenvolvimento 

de plântulas de milho AG 1051. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
2.1 Produção de alimentos e a cultura do milho 
 

A população mundial tem aumentado significativamente nos últimos anos. 

Segundo as estimativas, ela deve crescer para mais de 9 bilhões de pessoas até o ano de 

2050 (ONU, 2021). Com o aumento populacional, a demanda por alimentos também 

cresce, assim como a urbanização e a industrialização (Mahanty et al., 2017). Diante do   

exposto, deve-se ampliar  também a produção agrícola para garantir a produção de 

grãos e a segurança alimentar, além de buscar estratégias de produção que resultem num 

mínimo impacto ambiental. 

Os cereais são grãos essenciais para a alimentação humana, sendo uma fonte 

fundamental de obtenção de energia (FAO, 2020). O milho (Zea mays) é um cereal 

relevante na dieta humana e uma das principais fontes de nutrientes nos países em 

desenvolvimento em razão da sua alta produção e do seu baixo custo. Esse cereal é 

pertencente à família   Poaceae, sendo uma planta de fácil cultivo, considerada 

ter capacidade de se adaptar a diferentes condições ambientais, com 

cultivos de norte ao sul, em altas e baixas altitudes (Paliwal et al., 2000). 

Apesar de ser originário de região tropical, o milho (Zea mays) adapta-se e se 

desenvolve em ambientes variáveis ao redor do mundo. Cerca de 75% da produção 

mundial de milho é alcançada em oito países (FAO, 2019). No Brasil, o milho está no 

grupo dos cereais mais cultivados e comercializados, pelo alto valor nutricional de seus 

grãos e pela ampla utilização na alimentação humana e animal. Cerca de 80% dos grãos 

produzidos no Brasil são direcionados à criação de suínos e aves (FAO, 2020; Garcia et 

al., 2006).

O milho é classificado no grupo das plantas C4, é uma espécie monoica, robusta, 

de ciclo anual, apresenta raiz fasciculada e um caule ereto, pode atingir até 3 metros, 

apresentar 12 a 20 folhas, conforme o fornecimento de água, as funções do híbrido e as 

condições edafoclimáticas (Eisinger; Paranhos, 2017; Ribeiro et al., 2020). Em 

condições normais, as sementes absorvem água, e a emergência ocorre entre 4 e 7 dias 

após a semeadura, logo, seguem os estádios vegetativos até o pendoamento, sendo, na 

sequência, iniciados os estádios reprodutivos, com a polinização e a fertilização 

(Abendroth et al., 2011). 



4 
 

A taxa de desenvolvimento da cultura do milho varia de acordo com diversos 

fatores, como temperatura, disponibilidade de água, radiação solar, fotoperíodo e 

fertilidade do solo (Coelho, 2006). A planta de milho necessita de elevada quantidade 

de macro e micronutrientes como nitrogênio (N), fósforo (P), potássio (K), cálcio (Ca), 

magnésio (Mg), zinco (Zn), enxofre (S), entre outros, que estão disponíveis no solo 

(Gondim et al., 2016). Porém, a maioria dos solos brasileiros necessita do uso de 

fertilizantes químicos para suprir a demanda da cultura. 

 

2.2 Fixação biológica do nitrogênio 
 

A Fixação Biológica de Nitrogênio (FBN) é um processo natural realizado por 

um grupo de procariotos que têm a habilidade de converter o N2 atmosférico em 

amônia, uma das formas assimiláveis pelas plantas. Este processo é reconhecido como o 

segundo mais crucial na natureza, ficando atrás apenas da fotossíntese (Freitas; 

Fernandes-Júnior, 2021). Salienta-se que os microrganismos capazes de fixar o 

nitrogênio estão distribuídos em diversos grupos filogenéticos de Bactérias e Arqueas, e 

essa ampla diversidade assegura sua presença em habitats variados (Merloti et al., 

2019). 

Estima-se que a FBN contribua com aproximadamente 65% de todo o N reativo 

introduzido no ciclo do nitrogênio no planeta. Quando a associação entre os 

microrganismos fixadores de N2 e as plantas é eficiente, o N2 fixado pode atender 

plenamente às necessidades de várias espécies de importância econômica e ambiental, 

eliminando a necessidade de utilizar fertilizantes nitrogenados minerais (Souza; Castro, 

2022). No caso da simbiose com leguminosas, relata-se aporte de centenas de 

quilogramas de N por hectare a cada ciclo (Ormeño-Orrillo; Hungria; Martinez-

Romero, 2013). No entanto, cabe ressaltar que a inoculação de Azospirillum brasilense 

no milho não supre totalmente a demanda de N, faz apenas uma substituição parcial, 

considerando o tipo de interação planta-microrganismo estabelecida por ambos os 

organismos, diferindo completamente da interação estabelecida entre Bradyrhizobium 

spp. e soja. 

Em linhas gerais, a fixação biológica de nitrogênio ocorre pela presença da 

enzima nitrogenase nos microrganismos fixadores de nitrogênio. Essa enzima é 

reconhecida como um complexo enzimático responsável por romper a ligação tripla do 

N2 (N N), utilizando energia celular na forma de adenosina trifosfato (ATP) (Branco; 
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Prates Júnior, 2022). Esse processo resulta na redução do nitrogênio atmosférico a 

amônia (NH3), que pode ser assimilada pelas plantas (Meyer et al., 2022). A reação do 

processo de fixação realizado pelos microrganismos pode ser descrita da seguinte 

maneira:  

N2 + 8 e- + 16 ATP + 8 H+ 3 + H2 + 16 ADP + 16 Pi

 

Pesquisas vêm sendo conduzidas em gramíneas com o objetivo de avaliar os 

efeitos positivos da inoculação com bactérias fixadoras de nitrogênio. Em geral, são 

utilizadas cepas de bactérias diazotróficas endofíticas como Gluconacetobacter 

diazotrophicus, Azospirillum spp., Herbaspirillum spp. e Burkholderia tropica para o 

processo de inoculação. Vale destacar que essas bactérias também desempenham papel 

como promotoras do crescimento, produzindo fito-hormônios que favorecem o 

desenvolvimento vegetal (Lucangeli; Bottini, 1997). Entretanto, é imprescindível 

conduzir mais pesquisas para compreender como esses microrganismos podem 

desempenhar seu papel nesse tipo específico de plantas. O processo de FBN é realizado 

por bactérias que vivem naturalmente em vários ambientes, incluindo o solo. As 

bactérias do gênero Azospirillum são classificadas como associativas, colonizando o 

interior das plantas, além da superfície das raízes, caules, colmos e folhas, onde 

realizam a FBN. Diferentemente do sistema simbiótico, as bactérias do sistema 

associativo não induzem a formação de nódulos nas plantas. Embora sejam capazes de 

realizar a FBN, a contribuição das bactérias associativas para a nutrição vegetal 

(fornecimento direto de N) não é tão expressiva como observado no sistema simbiótico. 

No sistema simbiótico, as bactérias estão no interior dos nódulos, em íntima relação 

com a planta hospedeira, o que minimiza perdas por interferência de vários fatores 

químicos, físicos e biológicos (Moreira et al., 2013; Veronezi, Ribeiro, Ceccon, 2018). 

 

2.3 Bactérias Diazotróficas (Promotoras de crescimento vegetal) 
 

As bactérias diazotróficas são microrganismos que têm capacidade de fazer a 

fixação biológica de nitrogênio (FBN), convertendo o nitrogênio atmosférico (N2) em 

formas assimiláveis pelas plantas, como a amônia (NH3), ou em compostos 

nitrogenados relacionados (Hungria et al., 2022). Essa habilidade é possível pela 

presença da enzima nitrogenase, responsável por quebrar a ligação tripla do N2, 
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tornando-o disponível para a síntese de moléculas nitrogenadas (Branco; Prates Júnior, 

2022). 

Além de desempenharem um papel no processo de fixação biológica de 

nitrogênio, essas bactérias também têm capacidade de produzir reguladores de 

crescimento, exercendo influência no desenvolvimento das plantas (Cassán; 

Vanderleyden; Spaepen, 2014; Spaepen; Vanderleyden; Remans, 2007). Esse efeito se 

traduz em um aprimoramento do sistema radicular, resultando em maior eficiência na 

absorção de água e nutrientes. Os principais compostos promotores do crescimento 

produzidos por bactérias diazotróficas são os fito-hormônios, como as auxinas, as 

giberelinas e as citocininas (Dartora et al., 2013). 

A utilização de bactérias diazotróficas em gramíneas tem se tornado uma prática 

frequente na agricultura. Nesse contexto, diversas espécies bacterianas com potencial 

para fixação de nitrogênio e associação com gramíneas foram identificadas, incluindo    

Azospirillum spp., Burkholderia spp., Herbaspirillum spp. e Gluconacetobacter 

diazotrophicus (Soares et al., 2023). Essas bactérias têm a capacidade de colonizar tanto 

a rizosfera quanto a planta como um todo, estabelecendo-se em ambientes protegidos 

contra o excesso de oxigênio e outros fatores adversos. Essa condição favorece a 

expressão plena de seu potencial para a fixação biológica do nitrogênio (Chaves et al., 

2015). 

Chaves et al. (2015), ao estudarem o efeito do desenvolvimento inicial de duas 

variedades de cana-de-açúcar inoculadas com bactérias diazotróficas, concluíram que a 

inoculação individual de Herbaspirillum rubrisubalbicans (BR11504), Azospirillum 

amazonense (BR11145) e Burkholderia tropica (BR11366) aumenta o índice de 

velocidade de brotação nas duas variedades testadas. Bartchechen et al. (2010) 

analisaram o impacto da inoculação de Azospirillum brasilense na produtividade da 

cultura de milho. Em linhas gerais, os autores concluíram que a inoculação com esses 

microrganismos não resultou em aumento na produtividade de grãos de milho em 

comparação com a adubação nitrogenada de cobertura. 

Diante disso, é necessário conduzir mais estudos envolvendo a inoculação de 

bactérias diazotróficas, especialmente em gramíneas, uma vez que fatores como 

genótipo, condições edafoclimáticas e estirpe da bactéria utilizada podem ter 

contribuído para esse resultado. 
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2.4 O gênero Azospirillum e a espécie Azospirillum brasilense

O gênero Azospirillum abriga bactérias gram-negativas que exibem 

comportamento aeróbico ou microaerofílico, sendo situadas na classe das 

Alfaproteobacterias, pertencentes à família Rhodospirillaceae (Quadros et al., 2014). 

Tais bactérias estão presentes em quase todos os ecossistemas terrestres, sendo sua 

disponibilidade e atividade dependentes de fatores como pH, umidade, temperatura e 

disponibilidade de fontes de carbonos (Chotte et al., 2002). Até a presente data, há 25 

espécies descritas deste gênero, tendo sido as espécies Azospirillum lipoferum e 

Azospirillum brasilense as primeiras a serem descritas (Tarrand; Krieg; Dobereiner, 

1978; DSMZ, 2024). 

As bactérias do gênero Azospirillum são bem conhecidas pela capacidade de 

fixar nitrogênio atmosférico em associação com as raízes de diversas plantas (Marini et 

al., 2015). Uma espécie notável dentro desse gênero é a Azospirillum brasilense. Esta 

bactéria diazotrófica é reconhecida por sua aplicação na agricultura como promotora de 

crescimento vegetal, contribuindo para o desenvolvimento e a saúde das plantas. 

A espécie Azospirillum brasilense tem sido objeto de estudo em razão das suas 

propriedades benéficas para diversas culturas, principalmente cereais e gramíneas. Essas 

bactérias são capazes de fixar nitrogênio e produzir fito-hormônios que estimulam o 

crescimento das raízes em diversas espécies de plantas, resultando em uma absorção 

aprimorada de água e minerais e maior tolerância a estresses como salinidade e seca 

(Silva et al., 2021). Esse processo contribui para o desenvolvimento de plantas mais 

vigorosas e produtivas. 

Pereira et al. (2015), ao investigarem a inoculação de A. brasilense, constataram 

que essa prática, quer seja realizada via semente ou sulco de semeadura, não exerce 

influência sobre o índice de clorofila das plantas de milho. Entretanto, os mesmos 

autores notaram   aumento no teor de nitrogênio em dois genótipos de milho (2B707 e o 

híbrido sintético V2) quando a inoculação foi feita via sulco. Em contraste, Ciciliato e 

Casimiro (2015) não identificaram efeitos positivos da inoculação da mesma bactéria na 

produtividade de grãos de milho. 

Em um estudo com 54 variedades de cana-de-açúcar, Lopes et al. (2019) 

observaram diferença significativa na resposta dessas variedades ao tratamento com 

dois inoculantes compostos por A. brasilense. Esses autores notaram   aumento nos 

valores de características relacionadas à promoção do crescimento das plantas e 

sugeriram que estudos adicionais devem ser realizados. Lopes et al. (2019) também 
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identificaram resultados positivos em cana-de-açúcar inoculada com A. brasilense, 

evidenciando respostas favoráveis no número de colmos, altura e grau Brix. 

Portanto, nota-se que a espécie A. brasilense pode promover incremento de 

produtividade quando inoculada em gramíneas, sendo necessária a condução de novas 

pesquisas. 

 

2.5 Bioinsumos - Inoculante à base de Azospirillum brasilense recomendado 
para o milho com as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 
 

A inoculação da bactéria Azospirillum brasilense, estirpes Ab-V5 e Ab-V6, tem 

promovido diversos benefícios na cultura do milho, tanto isoladamente quanto em 

conjunto, resultando na promoção do crescimento e no aumento do rendimento de 

grãos. De acordo com Meyer et al. (2022), a inoculação com Ab-V5 e Ab-V6 resultou 

em incremento médio no rendimento de grãos de 3,1%. Além disso, os autores 

verificaram que os incrementos foram confirmados em condições variadas de clima, 

textura de solos e com diferentes teores de matéria orgânica. 

Spolaor et al. (2016) estudaram o efeito de bactérias promotoras de crescimento 

associadas à adubação nitrogenada de cobertura no desempenho agronômico de milho 

pipoca. De forma geral, os autores evidenciaram que, na ausência da adubação de 

cobertura, os tratamentos à base das estirpes Ab-V5 e Ab-V6 foram superiores ao não 

inoculado, com incrementos significativos da produtividade. 

Atualmente, há diversas opções de produtos comerciais disponíveis no mercado 

que são formulados com as estirpes Ab-V5 e Ab-V6, sendo esses produtos 

recomendados para a produção de milho. Diante disso, os principais produtos 

comerciais com Azospirillum brasilense, com as estirpes Ab-V5 e Ab-V6, estão 

descritos na Tabela 1.   

Tabela 1. Inoculantes comerciais à base de Azospirillum brasilense, com as estirpes 
Ab-V5 e Ab-V6, recomendadas para a cultura do milho 

Produto Comercial Fabricante
Azzofix® Tradecorp 
AzoTotal® Tradecorp 

Basfoliar® NitroMax Milho Compo Expert 
Biomax® Azum  Vittia 

NoduGram® L Nodusoja 

Fonte: Autores (2024). 
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2.6 O uso de pesticidas (fungicidas e inseticidas) no tratamento de sementes de 

milho 

 

O tratamento de sementes envolve a aplicação de caldas formuladas com 

defensivos agrícolas, visando a proporcionar à semente a proteção necessária contra 

patógenos e pragas. Esse processo favorece a germinação e o crescimento das plantas, 

permitindo que expressem todo o seu potencial de produtividade (Chiaradia; Wordell 

Filho, 2012). Os defensivos agrícolas utilizados no tratamento de sementes podem ter 

ação de contato ou sistêmica, sendo os primeiros de amplo espectro, enquanto os 

segundos são mais específicos e contam com um menor número de ingredientes ativos 

disponíveis. 

Para o controle de pragas no milho, sobretudo das pragas de solo, são utilizados 

os inseticidas, sendo que os principais grupos químicos e respectivos ingredientes ativos 

incluem os neonicotinoides (acetamiprido, imidacloprido, tiacloprido e tiametoxam), os 

piretroides (bifentrina, ciflutrina, cialotrina, cipermetrina e deltametrina), os carbamatos 

(aldicarbe, benfuracarbe, metiocarbe e tiodicarbe), pirazol (fipronil) e avermectina 

(abamectina) (Chiesa et al., 2016). 

Já para o controle de patógenos, como os fungos, são empregados os fungicidas, 

sendo os principais ingredientes ativos registrados para o milho descritos na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Ingredientes ativos de fungicidas registrados para o tratamento de sementes 
de milho
 

Ingredientes ativos 

Captan 

Carboxina + Tiram 

Carbendazim + Tiram 

Fluazinam + Tiofanato metílico 

Fludioxonil 

Fludioxonil + Metalaxil m

Fludioxonil + Metalaxil -m + Tiabendazol 

Piraclostrobina + Tiofanato  Metílico 

Tiram 

Fonte: Meyer et al. (2019). 
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2.7 Importância de um programa de controle de qualidade 

 

Por definição, inoculante é um produto que contém microrganismos benéficos 

para o desenvolvimento das plantas, desempenhando a função de veículo para o 

transporte de bactérias selecionadas. Vale ressaltar a existência de duas formas físicas 

de inoculantes: os sólidos, apresentados em pó com turfa como veículo para as 

bactérias, e os fluidos líquidos, que estabilizam as bactérias em seus processos 

metabólicos por meio de protetores celulares (Carvalho; Ferreira; Hungria, 2010). 

A adoção de inoculantes microbianos está gerando uma crescente necessidade de 

atualizações na legislação, treinamento contínuo para um corpo de fiscalização ativo 

devidamente instruído, além do estabelecimento de laboratórios de referência para a 

análise desses produtos. Tais medidas são cruciais para evitar a redução da eficiência da 

fixação biológica de nitrogênio e a produção de fito-hormônios, em decorrência   da 

baixa qualidade dos inoculantes e da implementação de sistemas de inoculação 

inadequados, os quais poderiam resultar na diminuição do número de células viáveis nas 

sementes (Carvalho; Hungria; Miura, 2009). 

Além disso, a composição de cada inoculante deve incluir exclusivamente as 

cepas recomendadas pelo Ministério da Agricultura e Pecuária (MAPA). Conforme as 

normas brasileiras atuais, é exigida uma concentração mínima de 1x108 células viáveis 

por grama ou mL do produto, com ausência de contaminantes a partir da diluição de 10-

5 (Brasil, 2011; Carvalho; Ferreira; Hungria, 2010). Tais diretrizes asseguram a 

qualidade e a eficácia dos inoculantes, contribuindo para o êxito da inoculação em 

processos agrícolas. 

Salienta-se que, para o controle de qualidade de inoculantes, é recomendado 

seguir a Instrução Normativa MAPA/SDA nº 30, de 12 de novembro de 2010 (Brasil, 

2010), que regulamenta o controle de qualidade do produto comercial (inoculantes), 

abordando as metodologias a serem observadas pelos laboratórios certificados pelo 

MAPA. 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Cultura, microrganismos e fungicidas
 

A cultura selecionada para realização do experimento foi o milho (Zea mays L.), 

optando-se pelo híbrido AG 1051. As sementes do híbrido foram adquiridas 
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comercialmente, o qual é muito utilizado na produção de milho-verde, sendo destinado 

à silagem e também à produção de pamonha. O híbrido tem flexibilidade de plantio em 

todas as regiões do Brasil e alto poder de produção de matéria seca e de proteína para 

silagem (Andrade, 2018). 

Os experimentos foram conduzidos com as cepas de Azospirillum brasilense 

Ab-V5 (=CNPSo 2083) e Ab-V6 (=CNPSo 2084), utilizando inoculante líquido 

comercial, com concentração de 2x108 unidades formadoras de colônia (UFC) mL-1. A 

dose recomendada pelo fabricante para a cultura do milho é de 100 mL ha-1.

Foi utilizado o fungicida sistêmico e de contato MAXIM® XL (Syngenta), o 

qual é empregado no tratamento de sementes de milho para evitar o ataque de Fusarium 

moniliforme (podridão-do-colmo, podridão-rosada-do-milho) e Pythium 

aphanidermatum (podridão-do-colmo). Este fungicida é composto por metalaxil-M 10 g 

L-1 (1% m/v) e fludioxonil 25 g L-1 (2,5% m/v). Metalaxil-M penetra no tegumento da 

semente, sendo sistematicamente translocado para todas as partes da planta durante a 

germinação, enquanto o fludioxonil é um fungicida de contato de amplo espectro com 

atividade residual, apresentando limitada absorção pela semente e pequena translocação 

dentro da plântula. A dose recomendada pelo fabricante é de 1,5 mL por kg de sementes 

de milho. 

 

3.2 Germinação de sementes de milho AG 1051 sob aplicação de fungicida e 
inoculação com Azospirillum brasilense Ab-V5 e Ab-V6: Ensaio in vitro 

As sementes do milho AG 1051 foram desinfestadas superficialmente, sendo 

imersas em etanol 70% por 5 min, na sequência, por imersão em hipoclorito de sódio 

(NaClO) a 2% por 15 minutos. Após isso, as sementes foram lavadas em água destilada 

estéril por cinco vezes (Santos et al., 2021). Após a desinfestação superficial, as 

sementes foram tratadas com o fungicida. Em seguida, foram secas à temperatura 

ambiente por 2 h. Posteriormente, as sementes tratadas e não tratadas com fungicida 

foram inoculadas com as cepas de A. brasilense Ab-V5 e Ab-V6, na dose recomendada 

e com dobro da dose recomendada. 

O experimento foi delineado inteiramente casualizado (DIC) com seis 

tratamentos e cinco repetições, dispostos em esquema fatorial 3x2, sendo 3 níveis de 
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inoculação, i: sem inoculante, ii: dose recomendada e iii: dobro da dose recomendada   e 

2 níveis de fungicida (com e sem aplicação). 

As sementes foram germinadas, sob condições axênicas, em placas de Petri (150 

x 25 mm) contendo meio ágar-água (0,5%). Foram dispostas 12 sementes por placa, as 

quais foram incubadas em BOD a 30° C, com fotoperíodo de 12h/12h, por 5 dias. 

Para avaliar a germinação, o número de sementes germinadas foi registrado 

diariamente para verificar a porcentagem de germinação. 

Os dados foram avaliados quanto à normalidade e homogeneidade da variância, 

seguido da análise de variância (ANOVA) e pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, 

utilizando   o software SISVAR (Ferreira, 2019).

 

3.3 Germinação de sementes de milho AG 1051 sob aplicação de fungicida e 
inoculação com Azospirillum brasilense Ab-V5 e Ab-V6: Experimento em casa de 
vegetação 

 

Foi conduzido um experimento em casa de vegetação para avaliar a 

compatibilidade do tratamento de sementes de milho com o fungicida Maxim XL e a 

inoculação com o inoculante comercial à base de Azospirillum brasilense com as 

estirpes Ab-V5 e Ab-V6, na dose recomendada, com dobro da dose recomendada. 

O milho foi cultivado em garrafas long neck de vidro (330 mL), estéreis e 

recicláveis, utilizando   solução nutritiva de Hoagland-Arnon, estéril (Hoagland; Arnon, 

1950), a 1/4 de força. 

A solução foi preparada adicionando,   em 4L de água destilada, os seguintes 

volumes (mL) das soluções estoque: 1,0 de NH4H2PO4 (115,03 g L-1 ); 6,0 de KNO3 

(101,11 g L1 ); 4,0 de Ca(NO3)2 2O (236,16 g L-1 ); 2,0 de MgSO4 7H2O (246,9 g L-

1); 1,0 de micronutrientes (H2BO3 2,86 mg L-1; MnCl2 2O 1,81 mg L-1; ZnSO4 2O 

0,22 mg L-1; CuSO4 2O 0,08 mg L-1; Na2Mo4 2O 0,092 mg L-1); e 1,0 de Fe-EDTA. 

Dentro de cada garrafa, foram colocadas duas folhas de papel-filtro, que 

serviram de suporte e condução da solução para as radículas recém-emergidas 

(Florentino et al., 2009). As garrafas foram envoltas com papel alumínio para evitar o 

superaquecimento da solução pela radiação solar no interior da casa de vegetação e 

esterilizadas em autoclave a 121 °C por 30 min.  
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O experimento foi conduzido em DIC com seis tratamentos e cinco repetições, 

dispostos em esquema fatorial 3x2, sendo 3 níveis de inoculação, i: sem inoculante, ii: 

dose recomendada e iii: dobro da dose recomendada e 2 níveis de fungicida (com e sem 

aplicação).  

As sementes do milho AG 1051 foram desinfestadas superficialmente, sendo 

imersas em etanol 70% por 5 min, na sequência, por imersão em hipoclorito de sódio 

(NaClO) a 2% por 15 minutos. Após isso, as sementes foram lavadas em água destilada 

estéril por cinco vezes (Santos et al., 2021). Após a desinfestação superficial, as 

sementes foram tratadas com o fungicida. Em seguida, foram secas à temperatura 

ambiente por 2 h. Posteriormente, as sementes tratadas e não tratadas com fungicida 

foram inoculadas com as cepas de A. brasilense Ab-V5 e Ab-V6, conforme a disposição 

dos tratamentos. 

Após o tratamento com fungicida e a inoculação das sementes, semeou-se uma 

semente por garrafa, dentro da câmara de fluxo laminar para evitar contaminação. 

Posteriormente, as garrafas foram dispostas em casa de vegetação.  

As análises morfométricas nas plantas ocorreram aos 35 dias após a semeadura, 

tendo sido analisados o número de folhas (NF) das plantas, o diâmetro do colmo (DC) 

na altura do colo da planta e a altura da planta (AP), utilizando paquímetro e fita 

métrica, respectivamente.  

As plantas foram separadas em folhas, colmo e raízes. As raízes foram lavadas 

com água corrente até a completa limpeza.  Foram registrados a massa fresca da raiz 

(MFR), do colmo (MFC) e das folhas (MFF), o comprimento da raiz (CR) e o número 

de raízes (NR). Também foi mensurada a área foliar (AF) total das plantas, de acordo 

com a metodologia de Garcia et al. (2008).  Posteriormente, as amostras foram secas em 

estufa a 60°C até   peso seco constante. As raízes foram secas em estufa nas mesmas 

condições da parte aérea. 

Os dados foram avaliados quanto à normalidade e homogeneidade da variância. 

As médias foram comparadas por meio da análise de variância (ANOVA), seguida do 

teste de Tukey a 5% de probabilidade. Todas as análises foram feitas no software 

SISVAR (Ferreira, 2019). 

3.4 Controle de qualidade de inoculantes de Azospirillum brasilense
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Três marcas de inoculantes comerciais, produzidas no Brasil, contendo as 

estirpes de A. brasilense AbV5 e AbV6, foram avaliadas. Duas embalagens pertenciam 

à uma mesma marca, totalizando quatro unidades amostrais. As especificações dos 

inoculantes nas embalagens estavam de acordo com as recomendações do MAPA 

(Brasil, 2011). As embalagens de todos os produtos avaliados estavam lacradas e dentro 

do período de validade. Os inoculantes foram armazenados sob condições de 

luminosidade e temperatura de acordo com as especificações dos fabricantes. 

A contagem de células foi feita utilizando o meio Rojo Congo (RC), 

desenvolvido por E. Rodrigues Cáceres em 1982, para o isolamento de Azospirillum 

spp.. Procedeu-se à seguinte modificação do meio:   o cloreto férrico descrito no meio 

RC original foi substituído pelo EDTA-Fe na mesma concentração (Ferreira; Nogueira; 

Hungria, 2016). Foi utilizada   a técnica de contagem da microgota (Miles; Misra; Irwin, 

1938; Di Salvo et al., 2022). 

Para reduzir o erro associado ao manuseio, pipetagem e contagem de unidades 

formadoras de colônia (UFC), os equipamentos e materiais utilizados no estudo tinham 

as mesmas características e especificações. A amostragem e a contagem dos inoculantes 

foram feitas ao mesmo tempo, usando vidrarias e consumíveis com o mesmo padrão. A 

precisão e a acurácia para a pipetagem dos volumes de inoculante foram mantidas, 

utilizando   micropipetas calibradas e ponteiras descartáveis pela mesma analista. 

Previamente à realização das amostragens dos inoculantes, as embalagens 

lacradas foram desinfestadas externamente com etanol 70%. Após a desinfestação 

externa, os inoculantes nas embalagens lacradas foram homogeneizados manualmente 

para a retirada de amostras de 20 mL de cada inoculante, em triplicata. Para isto, foram 

utilizadas seringas estéreis para transferir o inoculante para tubos Falcon de 50 mL 

estéreis, tendo sido coletado um volume total de 60 mL de cada inoculante   para 

avaliação. Os inoculantes nos tubos Falcon foram homogeneizados em vórtex por 30 s. 

-salino (tampão PBS, sigla em inglês), formando a 

diluição 10-1  um microtubo 

-2. Este procedimento foi 

realizado até obter uma diluição 10-8. Os microtubos foram agitados em vórtex por 30 s 
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Figura 1. Representação esquemática da divisão dos quadrantes na placa de Petri (100 
x 15 mm). Cada quadrante mede 1,5 x 1,5 cm

superfície do meio RC modificado e incubadas em BOD a 30 °C após a secagem da 

microgota através da absorção pelo meio de cultura. Cada placa de Petri, cuja dimensão 

era 100 x 15 mm, foi dividida em 12 quadrantes com dimensão de 1,5 x 1,5 cm, para 

facilitar a pipetagem (Figura 1). Cada triplicata de quadrantes na vertical foi reservada 

por diluição seriada. As placas foram preparadas em triplicata. Antes da pipetagem de 

cada alíquota, as diluições seriadas foram homogeneizadas em vórtex por 30 s.

A contagem de UFC de Azospirillum e a observação de microrganismos 

contaminantes foram feitas diariamente. As avaliações foram feitas por sete dias após o 

aparecimento das primeiras colônias. Para a contagem, foram consideradas as diluições 

com média, de triplicata, entre 3 e 30 colônias. O número de bactérias foi calculado

utilizando a seguinte fórmula (Herigstad et al., 2001):

Número de células viáveis mL-1 de inoculante = (n/VP)*(F*VT),

em que n = média do número de colônias da triplicata da diluição avaliada; VP

= volume plaqueado; F = fator de diluição; e VT = volume total de inoculante no tubo 

amostrado.
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Germinação de sementes de milho AG 1051 tratadas com fungicida e 
inoculadas com Azospirillum brasilense Ab-V5 e Ab-V6: Experimento in vitro 

 

O teste de germinação in vitro de sementes de milho AG1051 demonstra que, na 

ausência do fungicida, as sementes inoculadas com a dose recomendada (dose 1), 

apresentaram maior porcentagem de germinação, cerca de 22,5% superior ao tratamento 

com fungicida + dose 1. No entanto, este comportamento não foi observado sob a dose 

com o dobro da dose recomendada (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Germinação in vitro de sementes de milho AG1051 tratadas e não tratadas 
com fungicida com inoculação de A. brasilense 

 
Fungicida 

Inoculação 

Não Inoculado 
Dose 1 

(100 mL ha-1) 
Dose 2 

(200 mL ha-1) 

Germinação (%) 
COM 85,40 aA 66,68 bB 86,10 aA 
SEM 77,08 aA 81,68 aA 77,78 aA 

Os dados são apresentados pelo desdobramento da interação significativa entre Inoculante e Fungicida da 
ANOVA a 5% de probabilidade. Médias seguidas pelas mesmas letras, minúsculas nas linhas, 
comparando os tratamentos de inoculação, e médias seguidas pelas mesmas letras, maiúsculas nas 
colunas, comparando a utilização de fungicida, não diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott (P<0,05). 
(n = 5 repetições).

 

Fusarium moniliforme e Cephalosporium sp. são os principais fungos que 

infestam ou infectam sementes de milho nos campos de produção de sementes no 

Brasil, enquanto os fungos Aspergillus spp. e Penicillium spp. são mais encontrados em 

condições de armazenamento. Estes fungos afetam a qualidade fisiológica das sementes 

de milho (Pinto, 1993), além disso, Fusarium moniliforme é capaz de inibir o 

desenvolvimento da raiz de plântulas de milho (Futrel; Kilgore, 1969). Embora o 

tratamento fitossanitário de sementes com fungicidas ou inseticidas possa auxiliar na 

preservação das sementes ao ataque de fungos e insetos, tem sido observado que o 

tratamento de sementes com pesticidas pode causar prejuízo na qualidade das sementes, 

afetando diretamente o vigor e a germinação (Pinto, 1993; Pereira et al., 2019).

Em condições normais de plantio, ou seja, condições de solo quente e úmido, 

observa-se baixo prejuízo para a germinação e o vigor, uma vez que a semente é 

raramente atacada por fungos. Os fungos do solo atacam as sementes de milho, 

principalmente em condições de solo frio e úmido, sendo observada redução da 

velocidade de emergência, aumentando a exposição das sementes aos patógenos. Por 

isso, o tratamento de sementes com fungicidas é recomendado para    condições de solo 
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frio e úmido, além de áreas com elevado teor de matéria orgânica, onde se observa o 

desenvolvimento de populações de fungos dos gêneros Pythium, Rhizoctonia, Diplodia 

etc. e ainda em áreas de pivô central com manejo inadequado de água e de culturas 

(EMBRAPA, 1993). 

O uso de substâncias químicas no combate a patógenos de sementes interfere no 

processo germinativo (Roman; Pinto, 2003; Rosenthal et al., 2006). O revestimento de 

sementes com produtos químicos, especialmente inseticidas e fungicidas, restringe a 

embebição de água e o início do processo fisiológico ligado à germinação, reduzindo 

parâmetros da germinação e vigor, segundo Boni et al. (2016). Baldiga Tonin et al. 

(2014) também observaram que o tratamento químico em sementes de milho reduz o 

vigor das plântulas emergidas em campo. Porém, em outro estudo desenvolvido em 

campo para avaliar diferentes tratamentos químicos em sementes tratadas 

industrialmente, foi verificado que, independentemente   do tratamento, não houve 

redução na produtividade de milho (Silva et al., 2019). 

4.2 Germinação de sementes de milho AG 1051 tratadas com fungicida e 
inoculadas com Azospirillum brasilense Ab-V5 e Ab-V6: Experimento em casa de 
vegetação 
 

A análise de variância dos dados mostrou interação significativa entre os fatores 

(NR), massa seca da raiz (MSR) e massa seca das folhas (MSF) (Tabela 4).  
 

Tabela 4. Comprimento da raiz (CR), número de raízes (NR), massa seca da raiz (MSR) 
e massa seca das folhas (MSF) de milho AG1051 com sementes tratadas e não tratadas 
com fungicida com inoculação de A. brasilense

Variáveis Fungicida 

Inoculação 

Não inoculado 
Dose 1 

(100 mL ha-1) 
Dose 2

(200 mL ha-1) 

CR (cm) 
COM 32,960 bA 45,584 aA 36,268 bB 

SEM 32,968 bA 45,500 aA 42,676 aA 

NR 
COM   6,500 bA   7,916 aB   9,000 aA 

SEM   4,938 bA 11,000 aA 10,400 aB 

MSR (g) 
COM 0,300 bB 0,520 aA 0,494 aA

SEM   0,418 bA   0,526 aA   0,516 aA 

MSF (g)
COM   0,287 bB   0,603 aA   0,543 aA 

SEM   0,437 bA   0,516 bA   0,615 aA 
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Os dados são apresentados pelo desdobramento da interação significativa entre Inoculante e Fungicida da ANOVA a 
5% de probabilidade. Médias seguidas pelas mesmas letras, minúsculas nas linhas, comparando os tratamentos de 
inoculação, e médias seguidas pelas mesmas letras, maiúsculas nas colunas, comparando a utilização de fungicida, 
não diferem entre si   pelo Teste de Scott-Knott (P<0,05). (n = 5 repetições). 

 

Nota-se que as plantas que tiveram as sementes tratadas com o fungicida e 

inoculadas com Azospirillum brasilense na dose recomendada apresentaram maior 

comprimento de raiz (CR) (Tabela 4). No entanto, na ausência do fungicida, as plantas, 

apresentaram maior CR sob ambas as doses de inoculante. Este comportamento mostra 

o efeito negativo que o fungicida tem sobre a inoculação das sementes com 

Azospirillum brasilense. Munareto et al. (2018), ao avaliarem a compatibilidade de A. 

brasilense com fungicida, na cultura de trigo, verificaram que o comprimento da raiz 

diminuiu quando as sementes foram tratadas com fungicida (Difenoconazole  150 mL 

por 100 kg de sementes) para a cultivar TBIO Itaipu.  

Santos et al. (2020), estudando a compatibilidade do tratamento de sementes de 

milho cultivar Agroceres AG9010 PRO VT com o pesticida StandakTM Top (i.e. 

inseticida Fipronil 25% + fungicidas Pyraclostrobin 2,5% + Thiophanate-methyl 22,5%) 

e a aplicação de inoculante comercial à base de Azospirillum brasilense, composto das 

estirpes AbV5 e AbV6, demonstraram que um dos efeitos mais pronunciados da 

inoculação de A. brasilense na morfologia radicular foi a proliferação de pelos 

radiculares e seu comprimento,   os quais são importantes para a absorção de água e 

nutrientes. 

Os microrganismos do solo constituem a principal fonte de microrganismos 

mutualistas, capazes de colonizar a rizosfera das plantas no solo (Hardoim et al., 2012; 

Bakker et al., 2015; Figueiredo dos Santos et al., 2021). Movendo-se através do 

contínuo solo-rizosfera, a disponibilidade e a composição dos exsudados radiculares são 

as principais forças seletivas que estimulam a proliferação de certos grupos bacterianos 

específicos, moldando a microbiota rizosférica (Baudoin et al., 2003; Bakker et al., 

2015; Figueiredo dos Santos et al., 2021). 

Acredita-se que as populações bacterianas selecionadas tenham mais chances de 

colonizar a superfície da raiz (epifiticamente) e o tecido interno da raiz 

(endofiticamente). A seleção de bactérias endofíticas a partir da diversidade microbiana 

do solo, que é enriquecida por exsudatos radiculares, é amplamente reconhecida 

(Bulgarelli et al., 2012). Além disso, vários estudos mostram a importância das 

bactérias endofíticas, que são transmitidas pelas sementes, para auxiliar durante o 

crescimento e o desenvolvimento das plantas (Nelson, 2017). Bactérias transmitidas 
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verticalmente pelas sementes têm sido extensivamente relatadas para diferentes espécies 

de plantas. Truyens et al. (2015) revisaram detalhadamente os mecanismos relacionados 

à dinâmica da comunidade bacteriana e à colonização de sementes. 

Os eventos de germinação das sementes modulam a composição da comunidade 

microbiana, o que, em última análise, influencia o desempenho do crescimento da 

plântula. Johnston-Monje e Raizada (2011) demonstraram que o gênero Zea apresenta 

uma microbiota central, que é conservada durante a evolução, domesticação e migração 

do milho. 

No entanto, atualmente, há a hipótese de que o melhoramento moderno do 

milho, sob condições de utilização de fungicidas, pode ter eliminado microrganismos 

endofíticos, especialmente microrganismos capazes de atuar no controle biológico 

(Mousa et al., 2015). De modo similar, o uso de pesticidas no tratamento de sementes 

pode afetar a sobrevivência de bactérias utilizadas como inoculantes e o crescimento 

vegetal (Santos et al., 2020). 

Recentemente, Dias (2023) isolou bactérias endofíticas de sementes de milho, 

cultivar AG1051 (dados não publicados). No entanto, o potencial destas bactérias 

endofíticas em promover a germinação, o crescimento e o desenvolvimento do milho, 

cultivar AG1051, ainda não foi determinado. Porém, já foi demonstrado para outras 

cultivares que, à medida que as sementes começam a germinar, os microrganismos 

endofíticos das sementes podem ser importantes para o estabelecimento das plântulas, 

conforme demonstrado para o milho, cultivares PR38F70, W22, Pioneer-inbred line e 

cultivar desconhecida (Rijavec et al., 2007), além de arroz (Kaga et al., 2009; Mano et 

al., 2006) e eucalipto (Ferreira et al., 2008). 

Observando o número de raízes (NR), as plantas de milho da cultivar AG1051, 

cujas sementes foram inoculadas com A. brasilense, alcançaram o melhor resultado sob 

ambas as doses de inoculante, quando não foram tratadas com fungicida (Tabela 4). 

Entre as doses de inoculante testadas, as plantas que tiveram as sementes inoculadas 

com a dose recomendada e sem o tratamento com fungicida apresentaram o NR 1,38% 

maior que aquelas tratadas com fungicida. Esse resultado mostra que a inoculação com 

A. brasilense promove aumento da produção de raízes laterais, auxiliando o 

desenvolvimento das plantas (Alikhani et al., 2007; Cassán; Vanderleyden; Spaepen, 

2014). Sabe-se que o uso de fungicidas é fundamental para o estabelecimento da 

cultura, no entanto, observa-se que o uso de fungicida associado à inoculação reduziu o 

NR. Portanto, é necessária a busca por métodos de prevenção e controle de patógenos, 
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capazes de substituir o uso de fungicidas, que sejam compatíveis com a inoculação 

(Chiaradia; Wordell Filho, 2012). 

As plantas que tiveram as sementes inoculadas com ambas as doses do 

inoculante produziram mais massa seca da raiz (MSR) e massa seca das folhas (MSF), 

quando comparadas às plantas não inoculadas. Essa maior produção de matéria seca 

acontece pela capacidade de a bactéria A. brasilense promover o crescimento das 

plantas. Habitualmente, a inoculação dessa bactéria proporciona acréscimo de matéria 

seca e acúmulo de N nas plantas e nos grãos (Camargo et al., 2022). Em alguns estudos, 

a inoculação de sementes com A. brasilense promoveu maior índice de massa seca da 

raiz e parte aérea, constatando a promoção do crescimento da planta. Porto et al. (2020), 

por exemplo, observaram que a inoculação de sementes de milho, cultivar BM 3063, 

com inoculante comercial à base de A. brasilense (estirpe AbV5), promoveu ganho 

percentual de 38,53% na matéria fresca da parte aérea, 135,77% na matéria fresca da 

raiz, 17,45% na matéria seca parte aérea, 233,20% na matéria seca da raiz e 5,67% no 

comprimento de raiz. 

No presente trabalho, embora tenha sido observada maior produção de MSR de 

plantas não tratadas com fungicida na ausência de inoculação quando as sementes foram 

inoculadas com ambas as doses de inoculante, não se observou diferença na produção 

de MSR de plantas tratadas e não tratadas com fungicida. Comportamento semelhante 

foi observado para a produção de MSF (Tabela 4).

A interação entre os fatores fungicida x inoculação foi significativa a 8% para 

altura de plantas. As plantas mostraram-se mais altas quando foram inoculadas, sem o 

tratamento com fungicida (Figura 2). 

Camargo et al. (2022) observaram que a inoculação de sementes de milho da 

variedade 20A78PW, com um inoculante comercial à base de A. brasilense, composto 

pelas estirpes AbV5 e AbV6, promoveu maior altura de plantas, confirmando dados de   

Lopes (2016), que verificou que, independentemente do método de inoculação

diretamente na semente e dirigida no sulco, A. brasilense proporcionou maior altura 

média das plantas de milho quando foram inoculadas. 
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Figura 2. Altura de plantas (cm) de milho AG1051 com sementes tratadas e não 
tratadas com fungicida com inoculação de A. brasilense. Dose 1 = 100 mL ha-1. Dose 2 
= 200 mL ha-1. As barras de erro representam ± o erro padrão (n = 5 repetições)

Analisando o diâmetro do colmo (DC) e o número de folhas (NF), não foi 

fungicida mostrou-se significativo isoladamente para DC com P<0,05 (Figura 3) e NF 

com P<0,01 (Figura 4). O uso do fungicida isoladamente reduziu o diâmetro do colmo 

do milho AG1051.

Figura 3. Diâmetro do colmo (mm) de milho AG1051 com sementes tratadas e não 
tratadas com fungicida. As barras de erro representam ± o erro padrão (n = 15 
repetições)
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De modo semelhante ao DC, analisando  o número de folhas, não foi observada 

interação entre os fatores fungicida x inoculação. No entanto, o fator fungicida mostrou-

se significativo isoladamente (P<0,01) (Figura 4), sendo observado maior número de 

folhas nas plantas cujas sementes não foram tratadas com o fungicida Maxim XL.

Figura 4. Número de folhas de milho AG1051 com sementes tratadas e não tratadas 
com fungicida. As barras de erro representam ± o erro padrão (n = 15 repetições)

Rosa (2020), estudando a qualidade fisiológica de sementes de milho, cultivar 

BRS 106, submetidas a diferentes tratamentos químicos e à aplicação de 

bioestimulantes, observou que o tratamento das sementes com fungicida composto por 

Carboxina + Thiram (200 g L-1), juntamente com o inseticida composto por Tiodicarbe 

(450 g L-1) + Imidacloprido (150 g L-1) e o fertilizante composto por 10% de Zn e 4% 

de S, reduziu em 34% o número de plântulas normais em comparação com o tratamento 

testemunha. 

Analisando a área foliar (AF), não foi observada interação entre os fatores 

fungicida x inoculação. No entanto, o fator inoculação mostrou-se significativo 

isoladamente (P<0,01), sendo observada maior AF nas plantas cujas sementes foram 

inoculadas com A. brasilense, estirpes AbV5 e AbV6. A AF das plantas inoculadas com 

a Dose 1 e Dose 2 mostrou-se 77% e 57,8% superior ao tratamento não inoculado, 

respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Área foliar (cm2) de milho AG1051 com sementes inoculadas e não 
inoculadas com A. brasilense. Dose 1 = 100 mL ha-1. Dose 2 = 200 mL ha-1. As barras 
de erro representam ± o erro padrão (n = 10 repetições)

Analisando as variáveis massa fresca da raiz (MFR), massa fresca do colmo 

(MFC) e massa fresca das folhas (MFF), observa-se que não houve interação entre os 

variáveis mostraram significância 

para os fatores fungicida e inoculação, isoladamente. Na ausência do tratamento com 

fungicida, as plantas mostraram valores de MFR 25%, MFC 29% e MFF 21% 

superiores às plantas tratadas com fungicida (Tabela 5). Este comportamento demonstra 

a inibição causada pelo fungicida. Quando inoculadas, sob ambas as doses de 

inoculante, as plantas apresentaram maiores valores de MFR, MFC e MFF (Tabela 5).

Tabela 5. Massa fresca da raiz (MFR), massa fresca do colmo (MFC) e massa fresca 
das folhas (MFF) de milho AG1051 com sementes tratadas e não tratadas com fungicida 
com inoculação de A. brasilense

Médias seguidas pelas mesmas letras, minúsculas nas linhas, comparando o fator fungicida (n = 15 repetições), e 
médias seguidas pelas mesmas letras, maiúsculas nas linhas, comparando o fator inoculação (n = 10 repetições), não 
diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott (P<0,05).

Variáveis
Fungicida

Inoculação

Não inoculado
Dose 1

(100 mL ha-1)
Dose 2

(200 mL ha-1)COM SEM

MFR (g) 0,62 b 0,78 a 0,61 B 0,75 A 0,72 A

MFC (g) 2,16 b 2,80 a 2,01 B 2,65 A 2,78 A

MFF (g) 2,72 b 3,30 a 2,11 B 3,62 A 3,29 A
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 para as variáveis diâmetro do colmo, número de folhas, área foliar, massa 

fresca da raiz, massa fresca do colmo e massa fresca das folhas, a inibição causada pelo 

fungicida foi amenizada pela inoculação com Azospirillum brasilense, observando o 

comportamento das variáveis comprimento da raiz, número de raízes, massa seca da raiz 

e massa seca da parte aérea, destacando o papel central que esta espécie bacteriana pode 

desempenhar na mitigação do  estresse abiótico, conforme demonstrado para pesticidas 

(Santos et al., 2020) e salinidade (Ribaudo et al., 2006; Fukami et al., 2017, 2018). 

Além disso, é importante ressaltar que, embora não tenha sido observada interação entre 

os fatores estudados para os parâmetros relacionados à parte aérea neste período inicial 

de desenvolvimento da cultura (35 dias após a semeadura), é necessário considerar que 

as plantas foram cultivadas sob condições ótimas controladas da casa de vegetação. Em 

condições de campo, o número de raízes, o número de pelos radiculares e o 

comprimento de raízes e dos pelos radiculares, nas plantas inoculadas podem amenizar 

a suscetibilidade das plantas às condições de estresse hídrico e melhorar a nutrição do 

milho, podendo alcançar bons resultados de produtividade. Neste cenário atual de 

mudança climática global, estas características são de extrema importância, 

principalmente com o aumento do número de episódios de seca, que têm sido 

registrados em todas as regiões brasileiras. 

4.3 Controle de qualidade de inoculantes de Azospirillum brasilense 

A tecnologia de inoculação de sementes com microrganismos promotores de 

crescimento de plantas e bactérias fixadoras de nitrogênio é uma prática agrícola já bem 

estabelecida mundialmente. A adoção dessa tecnologia vem diminuindo custos e 

impactos ambientais da produção de alimentos em todo o mundo. No entanto, o sucesso 

desta tecnologia está diretamente associado a um programa de controle de qualidade 

eficiente, ou seja, o sucesso da tecnologia é dependente da garantia do número de 

células viáveis do microrganismo recomendado como inoculante para as culturas e da 

certificação da ausência ou presença insignificante de microrganismos contaminantes no 

inoculante.    

Analisando a concentração de células viáveis de Azospirillum brasilense em 

quatro inoculantes comerciais diferentes produzidos no Brasil (Figura 6), observou-se 

que, em dois produtos comerciais, o valor de unidades formadoras de colônia (UFC) 
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estava abaixo do recomendado pelo Ministério da Agricultura e Pecuária (MAPA), cujo 

valor mínimo é de 1 x 108 UFC mL-1 para bactérias (Brasil, 2010).

Aproximadamente 85% da produção mundial de grãos agrícolas faz o controle 

de uma variedade de pragas e doenças utilizando pesticidas (Kim et al., 2017). O uso de 

pesticidas, especialmente de fungicidas e de inseticidas, no tratamento de sementes é um 

dos principais desafios para o sucesso do emprego de inoculantes microbianos na 

produção agrícola (Hungria et al., 2005; Campo et al., 2009; Hungria; Mendes, 2015).

Figura 6. Número de células viáveis por Unidades Formadoras de Colônia (UFC) 
por mL de inoculante pela técnica de contagem da microgota, em meio Rojo Congo 
modificado. (n = 27 réplicas)

A incompatibilidade entre rizóbios e pesticidas tem sido amplamente relatada já 

há algum tempo, o que causa uma redução acentuada na sobrevivência das células 

bacterianas quando em contato com os produtos químicos, reduzindo a nodulação e a 

produção de soja. Portanto, os tratamentos de sementes com pesticidas e inoculantes 

demonstram incompatibilidade na grande maioria das vezes (Campo et al., 2009; Zilli et 

al., 2010; Hungria; Mendes, 2015; Elslahi et al., 2014). No entanto, para o cultivo do 

milho, são escassos os trabalhos sobre o tratamento de sementes com pesticidas e a 

inoculação com Azospirillum (Pereira et al., 2019; Santos et al., 2020).

Em um estudo, Pereira et al. (2019) conduziram dois experimentos, um em 

laboratório e outro em campo, para comparar o rendimento da cultura e o potencial 

fisiológico de sementes de milho inoculadas via tratamento químico industrial com a 

inoculação padrão de sementes (i.e. feita antes da semeadura). Foi observado que o 
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tratamento controle, cujas sementes não foram tratadas, apresentou germinação e vigor 

superiores, indicando   efeito adverso do tratamento com fungicida e inseticida sobre a 

qualidade fisiológica das sementes. Analisando a produtividade, os autores concluíram 

que a inoculação feita momentos antes da semeadura apresentou resultados melhores 

que aqueles observados sob a inoculação das sementes juntamente com a aplicação dos 

defensivos químicos. 

Deve-se ressaltar que a Instrução Normativa número 30, de 12 de novembro de 

2010 do MAPA, que estabelece os métodos oficiais para análise de inoculantes, sua 

contagem, identificação e análise de pureza, oficialmente não adota a contagem em 

meio sólido em placa de Petri, usando a técnica da microgota, que foi empregada neste 

estudo. No entanto, a técnica da microgota é eficiente, mais rápida e mais econômica 

para a contagem de células viáveis por UFC de bactérias (Miles; Misra, 1938; Barbosa 

et al., 2014), conforme demonstrado recentemente por Di Salvo et al. (2022), que 

propuseram a técnica da microgota como método alternativo para a contagem de células 

viáveis de Azospirillum spp. como um protocolo da Rede de Controle de Qualidade de 

Inoculantes da Argentina (REDCAI, sigla em espanhol). A técnica da microgota 

comparada à técnica padrão do espalhamento utiliza menos placas de Petri e permite 

trabalhar com um elevado número de replicatas. 

A qualidade comprometida de inoculantes comerciais à base de Azospirillum, 

com concentração de células abaixo da recomendada pelo MAPA, conforme observado 

na Figura 6, revela a necessidade do estabelecimento de um sistema de controle de 

qualidade padrão a nível nacional. A preocupação com a qualidade de inoculantes em 

diferentes países tem sido comprovada em vários estudos, os quais têm mostrado que a 

maioria dos produtos tem qualidade comprometida, apresentando confiabilidade 

contestável sob condições de campo (Olsen et al., 1994a-b, 1996; Okon; Itzigsohn, 

1995; Gomez et al., 1997; Vessey, 2003; Tarbell; Koske, 2007; Herridge, 2008). 

As pesquisas com inoculantes, especialmente, contendo rizóbios e Azospirillum, 

no Brasil têm longa tradição, o que proporcionou a criação de uma legislação para o 

controle de qualidade de inoculantes produzidos no país. De acordo com os padrões 

estabelecidos pelo Ministério da Agricultura e Pecuária (MAPA), a concentração 

mínima de células de Azospirillum por grama ou mililitro de inoculante é 108, além 

disso, o inoculante não deve apresentar contaminantes a partir da diluição 10-5, contendo 

apenas cepas elite, com eficiência agronômica reconhecida (Brasil, 2010). 
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A produção industrial de inoculantes é um processo complexo. No Brasil, a 

produção de inoculantes vem sofrendo melhorias, especialmente, nas últimas duas 

décadas, colocando à disponibilidade dos produtores agrícolas brasileiros, produtos de 

alta qualidade, com concentração celular adequada, sem contaminantes e com custo 

relativamente baixo. No entanto, percebe-se que ainda há a necessidade de melhorias no 

processo de produção e controle para garantir o padrão estabelecido pela legislação.

 

CONCLUSÃO 

O tratamento de sementes de milho com fungicida MAXIM® XL afetou o 

desenvolvimento de plântulas de milho AG1051. Os benefícios da inoculação de 

sementes de milho com A. brasilense, como o desenvolvimento da raiz, podem ser 

prejudicados pelo tratamento de sementes com fungicida. Além disso, alguns 

inoculantes comerciais apresentaram quantidade de células viáveis de A. brasilense 

abaixo da concentração recomendada pelo Ministério da Agricultura e Pecuária 

(MAPA), o que pode afetar os benefícios da inoculação. Considerando as variáveis 

analisadas, a dose comercial recomendada obteve o melhor desempenho.  
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