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RESUMO – O objetivo do presente estudo foi o de avaliar a influência da inoculação de
sementes de milho com diferentes volumes de inoculante contendo a estirpe Ab-V5 da bactéria 
Azospirillum brasilense. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente 
casualizado, com quatro repetições e cinco tratamentos: 0, 2, 4, 6 e 8 mL de inoculante para
1000 sementes. A variedade de milho utilizada foi a Ocepar 202, sendo que após a aplicação
dos tratamentos, as sementes foram semeadas em bandejas preenchidas com areia esterilizada e 
aos sete dias após semeadura as plântulas foram transplantadas para vasos preenchidos com
vermiculita. Para a nutrição das plântulas foram realizadas regas a cada três dias com solução 
nutritiva sem nitrogênio. As variáveis analisadas foram: altura de planta, diâmetro de colmo, 
massa seca da parte aérea e de raízes, índice de clorofila SPAD e teor de nitrogênio. Observou-
se que houve influência da inoculação das sementes com A. brasilense no desenvolvimento das 
plantas, em função dessas terem resultado em maior diâmetro do colmo, maior massa de
matéria seca da parte aérea, maior índice de clorofila (SPAD) e maior acumulo de nitrogênio 
em função dos diferentes volumes de inoculante aplicado.
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Introdução

A cultura do milho é de grande representatividade no Brasil e no mundo de maneira 

geral, sendo que na safra 2010/2011 o país produziu cerca de 57.406 mil toneladas e a 

produção esperada para a safra 2011/2012 é em torno de 61.703 mil toneladas (CONAB, 

2012). Para que elevados níveis de produção sejam atingidos, vêm se adotando a adubação 

pesada com nitrogênio que quando aplicado sob condições inadequadas, grande parte é

perdida por fatores biogeoquímicos que ocorrem naturalmente como fixação por 

microrganismos do solo, erosão, lixiviação e volatilização (REIS, 2006).

No intuito de minimizar os problemas da aplicação em demasia de nitrogênio, nos 

últimos anos várias tecnologias vêm sendo pesquisadas, entre elas a utilização de bactérias 

diazotróficas. Essas bactérias possuem o complexo da enzima nitrogenase, capaz de reduzir o 

nitrogênio molecular (N2 atmosférico) em amônia (NH3) que, em pH celular rapidamente se 

converte em amônio (NH4), o qual é então assimilado pela planta para constituir clorofilas, 
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aminoácidos, entre outros compostos orgânicos (EPSTEIN e BLOOM, 2006; REIS et al., 

2006; TAIZ e ZEIGER, 2006).

Conforme Baldani et al. (1997), dentre os gêneros de bactérias fixadoras de nitrogênio 

em estudo Azospirillum é o mais freqüente, pois engloba seis espécies diazotróficas tais como 

A. lipoferum e A. brasilense que são associativas de raízes, e outras descritas como endofíticas 

que geralmente se encontram no interior de raízes e outros órgãos da planta.

Além de realizar a fixação biológica de nitrogênio, alguns outros fatores têm sido 

notados em bactérias diazotróficas, como o aumento da atividade da nitrato redutase 

observado por Salomone & Döbereiner (1996) com uma mistura de estirpes de Azospirillum 

na inoculação de milho, e liberação de ácido 3-indolacético em meio de cultivo JNFb 

verificado por Radwan et al. (2004).

Apesar dos vários experimentos envolvendo a utilização de estirpes de Azospirillum 

brasilense como fonte de nitrogênio para espécies não leguminosas, pouco tem se discutido a 

respeito das dosagens para inoculação capazes de proporcionarem resultados mais 

promissores. Possivelmente maiores volumes do inoculante podem acarretar melhores 

resultados morfobiológicos na cultura do milho.

Assim, o objetivo do presente estudo foi o de avaliar a influência de diferentes volumes 

de inoculante à base de Azospirillum brasilense estirpe Ab-V5 no desenvolvimento inicial da 

cultura do milho.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido na estação de horticultura e cultivo protegido “Professor 

Mario César Lopes” pertencente ao núcleo de estações experimentais da Universidade 

Estadual do Oeste do Paraná – Unioeste. A estação está localizada nas coordenadas 54º 22’

W, 24º 46’S e altitude de 420 m. O material vegetal utilizado foram sementes de milho da 

variedade Ocepar 202.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com quatro 

repetições e cinco tratamentos, os quais consistiram das dosagens de 0 (testemunha), 2, 4, 6 e 

8 mL para 1000 sementes de milho, do inoculante à base de Azospirillum brasilense estirpe 

AbV5 contendo 1 x 108 UFC mL-1, fornecido pelo Instituto Nacional de Ciência e Tecnologia 

– INCT de fixação biológica de nitrogênio, com sede no departamento de Bioquímica e 

Biologia Molecular, da Universidade Federal do Paraná.

Após a inoculação das sementes com os diferentes volumes do inoculante testado, 

0227



essas foram semeadas em bandejas plásticas medindo 47 cm x 32 cm contendo como substrato 

areia esterilizada. Após sete dias da semeadura as plântulas foram transplantadas para vasos 

com volume de 1,0 L, preenchidos com vermiculita de granulometria média.

O substrato foi irrigado a cada três dias com 100 mL por vaso da solução nutritiva 

descrita por Hoagland & Arnon (1950), excluindo-se o nitrogênio, sendo estes mantidos por 

21 dias após o transplantio das plântulas. Após esse período foram realizadas as seguintes 

avaliações: altura de planta, diâmetro de colmo, massa seca da parte aérea e de raízes, índice 

de clorofila SPAD e teor de nitrogênio.

Os dados foram tabulados e em seguida submetidos à análise de variância pela 

estimativa F de Fisher-Snedecor e quando detectadas diferenças significativas, procedeu-se 

com o teste de comparação de médias por Tukey a 5% de probabilidade.

Resultados e Discussão

A partir da estimativa F de Fisher-Snedecor puderam se observar diferenças 

significativas a 5% de probabilidade para quase todas as variáveis analisadas, excetuando-se a 

massa seca das raízes e por isso foram apresentadas apenas as figuras comparativas das 

médias.

Pode se observar na figura 1, que a inoculação das sementes de milho indiferentemente 

do volume de inoculante utilizado resultou no maior incremento em diâmetro do colmo das 

plântulas quando comparados com o tratamento sem inoculação (testemunha). Quanto a 

variável altura de plantas, pode-se inferir que os volumes de inoculante de 4, 6 e 8 ml 1000 

sementes-1 de milho s promoveram maior altura das plântulas em relação aos demais 

tratamentos, o que relacionando com o aumento do diâmetro, pode formar plantas com 

arquitetura que promove um suporte adequado para produtividades elevadas.

Ao contrário do observado nesse trabalho com relação à altura de plantas, Cavallet et 

al. (2000) avaliando o efeito de inoculante à base de Azospirillum spp. em Toledo-PR, 

verificaram que apesar da produtividade ter sido acrescida pela inoculação, a altura de plantas 

não foi alterada. Esse resultado provavelmente foi devido ao volume do inoculante utilizado

para este experimento, visto que diferenças significativas em altura são expressas apenas a 

partir de 4 mL 1000 sementes-1.

A massa seca da parte aérea foi superior nos volumes de 6 e 8 mL 1000 sementes-1 do 

inoculante  sendo que esta última foi a única que atingiu o nível superior às quatro demais, 

portanto o maior volume de inoculante proporcionou plantas de milho com porte aéreo mais 
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elevado, onde se considera também a massa das folhas.

Não houve diferenças significativas para a massa seca de raízes (Figura 1), porém com 

os valores obtidos para diâmetro de colmo, altura de plantas e massa seca da parte aérea, é

possível predizer que a inoculação das sementes de milho forneceu subsídios para que as 

plantas em fase inicial de desenvolvimento acumulassem de maneira geral maio incremento em 

massa seca da parte aérea

Na figura 2 verifica-se que o teor de clorofila obtido pelo índice SPAD foi superior nos 

maiores volumes, sendo que apenas à 8 mL 1000 sementes-1 que se obtêm níveis diferentes 

estatisticamente em relação aos tratamentos sem inoculação (testemunha) e ao volume de 2 ml 

de inoculante. 

Conforme observado por Argenta et al. (2001) com a finalidade de validar o uso de 

SPAD como parâmetro para o teor de clorofila, e também como descrito por Taiz & Zeiger 

(2006), Reis (2006) e Epstein & Bloom (2006), o teor de clorofila foliar está fortemente 

correlacionado com o teor de nitrogênio absorvido pela planta.

Assim como nesses trabalhos, a quantidade de nitrogênio foliar apresenta boa relação 

com o teor de clorofila, pois se avaliando o teor de nitrogênio em plantas de milho em fase 

inicial de desenvolvimento (Figura 2B), foi observada diferença significativa apenas quando se 

utilizou o maior volume do inoculante em estudo, assim como o maior nível de índice SPAD.

Resultados em concordância aos esperados, visto que grande parte do nitrogênio assimilado é

utilizado para constituição de clorofilas.

De qualquer forma a inoculação com AbV5 promoveu a fixação biológica de 

nitrogênio nas plantas de milho, visto que essas se apresentavam com 28 dias após a

semeadura e portanto a reserva da semente foi totalmente utilizada anteriormente e mesmo que 

estivessem sendo consumidas, isso não explicaria as diferenças no teor de nitrogênio foliar. A 

forma de condução do experimento em vermiculita, com irrigação de solução nutritiva 

excluindo-se o nitrogênio, é um forte argumento para a contribuição da fixação biológica no 

teor desse nutriente na planta.

Rambo et al. (2011) verificaram que o teor relativo de clorofila nas folhas, juntamente 

com o teor de nitrogênio no estádio V6 de ontogenia do milho, além de estar fortemente 

associados a produção da cultura, são os indicadores mais precisos para determinação de 

adubação nitrogenada de cobertura.
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Conclusão

A inoculação das sementes de milho com a estipe AbV5 (Azospirillum brasilense) 

demonstrou efeito positivo em relação ao ganho de massa da parte aérea das plantas, bem 

como, maior acumulo de clorofila e nitrogênio nas folhas.
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Figura 1. Diâmetro de colmo (A), altura de planta (B), massa seca da parte aérea (C) e das raízes (D), de 
plantas de milho da variedade INCAPER em função dos diferentes volumes de inoculante testados, Marechal 
Cândido Rondon, 2012.*Barras com as mesmas letras não se diferem pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 2. Índice relativo de clorofila SPAD (A) e teor de nitrogênio (B) em plantas de milho da variedade 
INCAPER em função dos diferentes volumes de inoculante testados, Marechal Cândido Rondon, 2012.
*Barras com as mesmas letras não se diferem pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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