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RESUMO – O objetivo do presente estudo foi o de avaliar o efeito de doses de inoculante 
líquido no desempenho das trocas gasosas em dois genótipos de milho. 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. As variedades de milho 
utilizadas foram a OCEPAR 202 e INCAPAR 203, 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. Aos 21 dias após o transplante (DAT), as trocas gasosas foram 
avaliadas por meio de um sistema aberto portátil de fotossíntese (LI-6400, Li-Cor Inc., NE, 
USA). Utilizaram-se folhas de plantas com o limbo completamente expandido, localizadas no 
terço superior das plantas, em quatro plantas por tratamento, no período das 9:00 às 11:00 
horas; a densidade de fluxo de fótons fotossinteticamente ativos foi fixada no aparelho em 
1800 µmol m-2s-1. Foram avaliada a taxa fotossintética (A), condutância estomática (gs), 
transpiração (E) e eficiência do uso da água (EUA). Pode se concluir com este experimento 
que o a partir do volume de 6 (mL / 1000 sementes) de inoculante à base de Azospirillum 
brasilense estirpe Ab-V5, há melhores condições para as trocas gasosas de folhas de milho 
independentemente do genótipo utilizado.

Palavras-chave: Zea mays L., doses de Ab-V5, bactérias diazotróficas, fixação biológica de 
nitrogênio.

Introdução

De modo geral, o cultivo de milho apresenta elevada representatividade tanto para o 

Brasil quanto aos demais países. Somente na safra de 2010/2011 a produção nacional de milho 

foi superior a 5,7 107 toneladas, onde o mesmo apresenta projeções para a safra 2011/2012

uma produção em torno de 6,1 107 toneladas (CONAB, 2012). No entanto, para que os 

elevados níveis continuem sejam atingidos, vêm se adotando técnicas de aplicação de altos 

níveis de adubação com nitrogênio. Este elemento, quando aplicado sob condições 

inadequadas, pode proporcionar perdas por fatores biogeoquímicos que podem ocorrer

naturalmente como a fixação por microrganismos do solo, erosão, lixiviação e volatilização 
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(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 um complexo da enzima nitrogenase, com capacidade 

de reduzir o nitrogênio molecular (N2 atmosférico) em amônia (NH3). Esta molécula em pH 

celular rapidamente se converte em amônio (NH4), podendo ser assimilado pela planta com 

fazendo parte de moléculas orgânicas como clorofilas, aminoácidos (EPSTEIN e BLOOM, 

2006; REIS et al., 2006; TAIZ e ZEIGER, 2010).

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

em estudo, Azospirillum pode ser considerado o mais frequente, pois engloba atualmente seis 

espécies tais como A. lipoferum e A. brasilense. Estas bactérias segundo os mesmos autores 

podem ser obtidas na forma associativa com raízes, e em outras descritas como endofíticas que 

geralmente se encontram no interior de raízes ou em 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 e 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).

O uso de diferentes genótipos de milho com tolerância à deficiência de N ou eficientes 

no alcance deste elemento constitui uma estratégia importante (REIS JUNIOR et al., 2008). 

Principalmente quando estes elementos químicos apresentam potencial de interação com 

bactérias diazotróficas.

Porém, dos experimentos envolvendo o uso de estirpes de A. brasilense como 

mecanismo de fixação de nitrogênio em espécies não leguminosas, pouco tem se discutido a 

respeito das dosagens de bactérias presentes nos inoculantes capazes de proporcionarem 

resultados mais promissores. Da mesma forma, raros são os relatos sobre o efeito destas 

interações nos comportamentos fisiológicas de folhas vivas das plantas de milho tais como 

abertura e fechamento estomático. Estas variáveis podem apontar indícios do status fisiológico 

das folhas das plantas quanto às trocas gasosas que ocorrem entre a folha e o ar.

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

de inoculante à base de Azospirillum brasilense estirpe Ab-V5 nos trocas gasosas de dois 

genótipos de milho.
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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 duas 

variedades de milho INCAPER 203 e OCEPAR 202.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com quatro 

repetições e cinco tratamentos, descritos a seguir: 0, 2, 4, 6 e 8 mL para 1000 sementes de 

milho, do inoculante à base de Azospirillum brasilense estirpe Ab-V5 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, as 

sementes foram semeadas em bandejas 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 e Arnon (1950), excluindo-se o nitrogênio, sendo estes mantidos por 21 

dias após o transplantio das plântulas. Aos 21 dias após o transplante (DAT), as trocas gasosas 

foram avaliadas por meio de um sistema aberto portátil de fotossíntese (LI-6400, Li-Cor Inc., 

NE, USA). Utilizou-se folhas de plantas com o limbo completamente expandido, localizadas 

no terço superior das plantas, em quatro plantas por tratamento, no período das 9:00 às 11:00 

horas; a densidade de fluxo de fótons fotossinteticamente ativos foi fixada no aparelho em 

1800 µmol m-2s-1. Foram avaliada a taxa fotossintética (A), condutância estomática (gs), 

transpiração (E) e eficiência do uso da água (EUA).

Os dados foram 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 foram observadas diferenças significativas ao 
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nível 5% de probabilidade nas trocas gasosas de folhas de plantas de milho de dois diferentes 

genótipos realizadas aos 28 dias após a inoculação com bactérias Azospirillum brasilense Ab-

V5. Tais resultados demonstram que, excetuando-se as variáveis de condutância estomática e 

transpiração para o genótipo INCAPAR 203, e eficiência do uso da água para o genótipo 

OCEPAR 202, conforme a figura 1, todas as demais variáveis apresentaram diferença entre os 

tratamentos.

Nas figuras 1A e 1B é possível verificar que a concentração de 6 mL de inoculante foi 

suficiente para promover maior valor médios da taxa assimilatória líquida de dióxido de 

carbono assimilado quando comparado aos 2 e 0 mL de inoculante fornecidos as sementes de 

plantas de INCAPAR 203 e OCEPAR 202 respectivamente.

Esse comportamento provavelmente é devido ao volume do inoculante utilizado, visto 

que diferenças significativas em função de algumas variáveis são expressas apenas a partir de 4 

mL por 1000 sementes-1.

Pois segundo Ferreira et al. (2010) plantas não-leguminosas, apresentam um processo de 

Fixação Biológica de Nitrogênio (FBN) não tão eficiente comparado aquele obtido na cultura 

de plantas leguminosas e o aumento na concentração elevaria a chance de bactérias 

diazotróficas interagirem aos tecidos das plantas. Além disso, a interação positiva entre estas 

bactérias e o milho já tem sido confirmada por diversos autores principalmente com relação a 

Azospirillum (REIS JUNIOR et al., 2008).

Fato possivelmente também causado devido à produção de hormônios exercida pela 

bactéria (ZAIED et al., 2003). Visto que a bactéria pode estimular ou inibir a produção de 

alguns reguladores de crescimento tais como auxina (HUNGRIA, 2011). Tal estímulo poderia 

estar acelerando o desenvolvimento inicial da planta fazendo com que a mesma busca-se com 

mais eficiência os poucos nutrientes disponíveis no substrato que por consequência favoreceria 

as trocas gasosas.

Nota-se também, que a condutância estomática das plantas que receberam o volume de 8 

mL de inoculante aplicado nas sementes de milho apresentaram valores médios maiores para a 

abertura estomática nestas folhas para o genótipo OCEPAR 202 (figura 1D).

Da mesma forma ainda, valores médios da taxa de transpiração obtidos nas folhas das 

plantas de milho genótipo OCEPAR 202 com a dose de 8 mL de inoculante, apresentou 

valores superiores aqueles plantas que não receberam inoculação.

Já a eficiência do uso da água das folhas de INCAPAR 203 foi maior para as plantas que 

receberam 6 mL de inoculante (figura 1G).
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De qualquer forma, a presença de elevadas concentrações de inoculação com Ab-V5 

promoveu melhor o desempenho de algumas variáveis fisiológicas. Sendo a FBN ocorrida 

nestas plantas de milho uma opção interessante, visto que a possibilidade de haver bactérias 

diazotróficas junto aos tecidos vegetais como raízes, colmo ou folhas após 28 dias da 

semeadura é alta.

A literatura aponta que até este período de avaliação as taxas de sobrevivência de 

bactérias presente junto aos tecidos vegetais proveniente da inoculação de sementes são 

elevadas (FERREIRA et al. 2010).

Pode-se afirmar que os melhores resultados não estariam relacionados somente com a 

reserva da semente, pois a mesma já haveria sido totalmente utilizada anteriormente e mesmo 

que estivessem sendo consumida, 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.

Conclusões 

Neste experimento, a partir do volume de 6 (mL / 1000 sementes) de inoculante à base 

de Azospirillum brasilense estirpe AbV5, há melhores condições para as trocas gasosas em 

plantulas de milho para os dois genótipos utilizados.
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Figure 1. Valores médios de assimilação líquida de CO2 (A e B), condutância estomática (C e D), e 
transpiração (E e F) e índice de eficiência do uso de água (G e H), em folhas de duas cultivares (INCAPER 203 
A, C, E, G e OCEPAR 202 B, D, F, H) de milho em função de doses de inoculante.
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