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RESUMO 

 

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a influência 

dos modos de aplicação de Azospirillum brasiliense no crescimento inicial do 

milho. O experimento foi conduzido sob cultivo protegido na estação experimental 

Agronômica da Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul (UEMS), em 

Cassilândia-MS, no período de Março a Abril de 2016. Para a realização do 

experimento foi adotado delineamento de blocos casualizados com quatro 

repetições, em esquema fatorial 4x2. O primeiro fator foi composto por quatro 

modos de aplicação de A. brasilense (sem aplicação, aplicação na semente, 

aplicação no sulco de semeadura e aplicação via foliar sendo realizada aos 9 dias 

após a emergência). O segundo fator foi composto por dois híbridos de milho (NS 

92 e Impacto). Foram semeadas 10 sementes por vaso e após a estabilização do 

estande foi realizado o desbaste deixando-se apenas uma planta por vaso. Os 

dados foram submetidos a análise de variância e utilizou-se o teste t (LSD) para 

comparação das médias relativas aos modos de aplicação e teste F para 

comparação de médias entre os híbridos. A aplicação de A. brasilense na semente 

pode reduzir a porcentagem de emergência e o índice de velocidade de 

emergência de plântulas de milho, dependendo do genótipo. A aplicação de A. 

brasilense não resultou de forma geral em alterações no crescimento inicial do 

milho. A resposta das plantas a aplicação de A. brasilense é variável, dependendo 

basicamente do genótipo de milho utilizado. 

 

 

Palavras-chave: Zea mays, nitrogênio, fixação biológica, modo de inoculação. 
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ABSTRACT 

 

This work was to evaluate the influence of Azospirillum brasiliense 

application modes in the early growth of corn. The experiment was conducted 

under protected cultivation in the Agronomic Experimental Station of the State 

University of Mato Grosso do Sul (UEMS) in Cassilândia-MS, from March to April 

2016. For the experiment was adopted a randomized block design with four 

replications in a 4x2. The first factor consisted of four Azospirillum brasilense 

application methods (without application, application in the seed furrow application 

of seeding and application through the leaf being held for nine days after 

emergence). The second factor was composed of two hybrids corn (NS 92 and 

Impact). were seeded 10 seeds per pot and after stabilization of the stand was 

carried out thinning leaving only one plant per pot. The data were submitted to 

analysis of variance and we used the t (LSD) test to compare the averages for the 

application modes and F test to compare means between hybrids. the application 

of Azospirillum brasilense in the seed can reduce the emergence percentage and 

emergence speed index corn seedlings, depending on the genotype. the 

application of Azospirillum brasilense generally not resulted in changes in the initial 

growth of maize. the plant response Azospirillum brasilense of application is 

variable depending primarily maize genotype used. 

 

 

Keu-words: Zea mays, nitrogen, biological fixation, inoculation mode. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O milho (Zea mays L.) é um dos mais importantes produtos do setor 

agrícola brasileiro. A utilização deste cereal se dá de diversas formas, desde a 

alimentação animal até a indústria de alta tecnologia, sendo que 70% do uso 

desse cereal em grão ocorre na alimentação animal. 

Houve um significativo aumento na produtividade de milho ao longo das 

últimas décadas, e isto se deve à aplicação de novas tecnologias tais como 

práticas de manejo e conservação do solo, manejo fitossanitário, escolha de 

material genético adaptado para determinada região e adubações equilibradas, 

(DOTTO et al., 2010). 

Em relação a adubação equilibrada, deve-se destacar que o nitrogênio é 

um nutriente muito importante na cultura do milho, sendo um dos maiores 

limitantes da produtividade da cultura. Os solos brasileiros apresentam, em sua 

maioria, baixo teor de N disponível tornando a adubação nitrogenada uma prática 

indispensável, e para suprir a necessidade da cultura são necessárias 

significativas quantidades de nitrogênio. Atualmente a fonte de nitrogênio mais 

utilizada é a ureia, que por sua vez é uma fonte não renovável, por ser derivada do 

petróleo, fazendo com que os fertilizantes nitrogenados representam um alto custo 

na agricultura (DARTORA et al., 2013; DOTTO et al., 2010). 

Devido ao alto custo com fertilizantes nitrogenados e a busca por novas 

tecnologias que reduzam o custo de produção, a utilização de bactérias 

diazotróficas fixadoras de nitrogênio é uma alternativa promissora, com vários 

benefícios sob os aspectos econômicos e ambientais (HUNGRIA, 2011). 

Segundo alguns autores, a inoculação com as estirpes da bactéria 

Azospirillum brasilense (Ab-V5 e H. seropedicae - SmR1) tem proporcionado 

ganhos na cultura do milho, principalmente, relacionados ao maior diâmetro do 

colmo e massa seca de parte aérea (DARTORA et al. 2012). Naves et al. (2014) 

observaram que a inoculação do milho com a bactéria A. brasiliense resultou em 

incrementos significativos da altura e diâmetro de colmo. Reis Junior et al. (2008) 
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trabalhando com a inoculação de milho com Azospirillum amazonense observaram 

maior produção de matéria seca e maior quantidade de N acumulado nas raízes. 

Quando se utiliza bactérias diazotróficas, é de fundamental importância 

que se tenha um número alto de bactérias viáveis, se tornando essa a maior 

dificuldade na utilização dessa tecnologia devido as sementes virem tratadas com 

fungicidas das empresas, além do período entre inoculação e semeadura ser curto 

devido a viabilidade da bactéria, assim diversos estudos vem sendo realizados 

com intuito de definir a melhor forma de aplicação das bactérias.  

Muller et al. (2012) trabalhando com dois modos de aplicação na cultura 

do milho (aplicação direta no sulco de semeadura e tratamento de sementes) não 

observaram diferenças significativas entre as formas de aplicação clorofila total, 

índice de área foliar, altura de planta, altura de inserção das espigas, e 

produtiivdade. Por sua vez Ciciliato e Casimiro (2015) trabalhando com a 

aplicação de Azospirillum sp. via foliar  na cultura do milho onde observou que não 

houve efeito significativo na produtividade e massa de mil grão, mesmo sendo 

observado um pequeno incremento quando inoculado. 

Desta forma o presente trabalho teve como objetivo avaliar a influência 

dos modos de aplicação de A. brasiliense no crescimento inicial do milho. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Localização e caracterização experimental 

 

O experimento foi conduzido sob cultivo protegido na estação 

experimental Agronômica da Universidade estadual de Mato Grosso do Sul 

(UEMS), em Cassilândia-MS (longitude 51º48` O, latitude 19º05` S e altitude 

média de 470 m), no período de Março a Abril de 2016. 

Cada unidade experimental foi composta por um vaso com volume de 5,0 

dm³ preenchidos com solo coletado na camada de 0 a 20 cm de profundidade. O 

solo utilizado é classificado como Neossolo Quartzarênico (EMBRAPA, 2006) de 

textura arenosa (95 g kg-1 de argila, 50 g kg-1 de silte e 855 g kg-1 de areia). 
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Antes da implantação do experimento foram coletadas amostras de solo 

de 0 – 20 cm de profundidade, que foram enviadas para o Laboratório de 

Fertilidade do Solo, da Faculdade de Engenharia de Ilha Solteira (FEIS/UNESP) 

para a realização das análises químicas, seguindo metodologia proposta por Raij 

et al. (2001). Os resultados da análise química do solo são apresentados na 

Tabela 1. 

 

Tabela 1. Características químicas do solo na camada de 0 - 20 cm antes da 
implantação do experimento. Cassilândia-MS. 2016 
pH Presina M.O. K Ca Mg Al Al+H SB CTC V% S-SO4 

 mg dm
-3

 g dm
-3

 ----------------------------- mmolc dm
-3 

----------------------------- mg dm
-3

 

5,2 2,0 14,0 1,7 10,0 7,0 0,0 22,0 18,7 40,7 46,0 2.0 

m B Cu Fe Mn Zn 

% ------------------------------------------- mg dm
-3

 ------------------------------------------- 
0,0 0,08 0,60 8,00 5,70 0,30 

 

2.2. Instalação e Condução do Experimento 

Para a realização do experimento foi adotado delineamento de blocos 

casualizados com quatro repetições, em esquema fatorial 4x2. O primeiro fator foi 

composto por quatro modos de aplicação de Azospirillum brasilense (sem 

aplicação, aplicação na semente, aplicação no sulco de semeadura e aplicação 

via foliar). O segundo fator foi composto por dois híbridos de milho (NS 92 e 

Impacto).  

Para o tratamento de sementes, utilizou-se a dose de 100 mL de 

inoculante para 60.000 sementes, o que corresponde a 333.333 células por 

semente. Para aplicação no sulco, foi realizada a semeadura, e antes de fechar o 

sulco, com uma micropipeta foi adicionado o inoculante em cada sulco. A dose 

utilizada foi de 6,0 litros por hectare que corresponde a 20.000.000 células por 

semente. Após a adição do inoculante os sulcos foram fechados. 

Para aplicação foliar foi utilizada a dose de 100 mL por hectare que 

corresponde a 333.333 células por planta. A pulverização foi realizada aos 9 dias 

após a emergência (DAE) com volume de calda de 165 L ha-1. Utilizou-se um 

pulverizador costal com ponta tipo cônico. A pulverização foi realizada no final da 

tarde visando evitar perdas por evaporação. 
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Foram semeadas 10 sementes por vaso e após a estabilização do 

estande foi realizado o desbaste deixando-se apenas uma planta por vaso. 

Aos 15 DAE foi realizada a adubação com 150 mg dm-³ de K (Cloreto de 

Potássio) e 300 mg dm-³ de P (Superfosfato Simples). As fontes de fertilizantes 

foram diluídas em agua e então aplicadas nos vasos. Como irrigação, aplicou-se 

diariamente 180 ml de água por vaso. Os tratos fitossanitários foram realizados de 

acordo com a recomendação para a cultura. 

 

2.3. Variáveis avaliadas 

 

Após a semeadura foram realizadas as seguintes avaliações: 

 Emergência de plântulas (%): Obtida por contagem das plântulas 

emergidas após a estabilização do estande. 

 Índice de velocidade de emergência (IVE): obtido registrando-se 

diariamente o número de plântulas emergidas, até a estabilização da emergência, 

e este foi calculado pela fórmula proposta por Maguire (1962): IVE = E1/N1 + 

E2/N2 + ... En/Nn, onde E1, E2 ,... En = número de plântulas normais computadas 

na primeira contagem, na segunda contagem e na última contagem. N1, N2 ,... Nn 

= número de dias da semeadura à primeira, segunda e última contagem. 

Ao final do experimento, aos 43 dias após a semeadura, foram realizadas 

as seguintes avaliações: 

 Diâmetro de colmo (mm): obtido com paquímetro digital no primeiro 

entre nó. 

 Altura de planta (cm): foi definido como sendo a distância do nível do 

solo até o ápice do dossel da planta. 

 Número total de folhas expandidas por planta: obtido por contagem. 

 Índice relativo de clorofila: obtido com medidor portátil corofilômetro. 

Foram realizadas quatro leituras em cada planta.  

 Massa de matéria seca (g/planta): definida como o seu peso, 

expresso em gramas para cada órgão em separado, isto é, de raízes (MSR), 

colmos (MSC) e lâminas foliares (MSF). A massa de matéria seca da parte aérea 
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(MSPA) correspondeu à massa seca das lâminas foliares somada à massa seca 

dos colmos. A massa de matéria seca total (MST) correspondeu à soma das 

massas de todos os órgãos existentes. 

 Volume do sistema radicular (cm³/planta): as raízes foram lavadas e 

imersas em uma proveta com volume de água conhecido, sendo o volume de 

água deslocado, o volume do sistema radicular. 

 Área foliar (dm²/planta): foi definida pelo método dos discos foliares, 

utilizando-se um vazador com área conhecida. Foram destacados discos foliares 

das porções basal, mediana e apical do limbo foliar. Através da área conhecida 

dos discos foliares destacados, do peso dos mesmos e do peso da folha, tomados 

através de uma balança analítica, após secagem em estufa de ventilação forçada, 

por 72 horas à 65ºC, foi estimada a área foliar total. 

 Densidade do sistema radicular (g/cm³): obtida pela divisão da 

massa seca do sistema radicular (MSR) pelo volume do sistema radicular (VOL), 

conforme a seguinte fórmula:  

 

                               
   

   
 

 Razão de área foliar (dm2 g-1): expressa a área foliar útil para 

fotossíntese (BENINCASA, 2003) e foi obtida a partir dos valores instantâneos de 

área foliar (AF), área responsável pela interceptação de energia luminosa e CO2, e 

massa seca total (MST), resultado da fotossíntese, segundo a equação: 

 

                     
  

   
 

 Área foliar específica (dm2 g-1): reflete o inverso da espessura da 

folha (BENINCASA, 2003) e foi obtido pela razão entre a área foliar (AF) e a 

massa seca de folhas (MSF): 
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 Razão de massa foliar (g g-1): expressa a matéria seca translocada 

da folha para outros órgãos do vegetal, por meio da relação entre massa seca da 

folha (MSF) e massa seca total (MST) da planta (BENINCASA, 2003), como a 

seguir: 

 

                      
   

   
 

 

2.4. Análises estatísticas 

 

Os dados foram submetidos aos testes preliminares para verificação da 

normalidade. Quando não constatada a normalidade, os dados foram 

transformados em raiz quadrada de x. Após, os dados foram submetidos a análise 

de variância com auxílio do programa estatístico Sisvar 5.6 e utilizou-se o teste t 

(LSD) para comparação das médias relativas aos modos de aplicação e teste F 

para comparação de médias entre os híbridos. 

 

3. RESULTADO E DISCUSSÃO 

 

Houve interação entre os modos de aplicação de Azospirillum brasiliense 

e os híbridos de milho apenas para a porcentagem de emergência de plântulas, 

índice de velocidade de emergência, índice relativo de clorofila e diâmetro do 

colmo. 

A aplicação de Azospirillum via semente resultou em menor porcentagem 

de emergência e índice de velocidade de emergência de plântulas do híbrido NS 

92 (Figura 1). Porem não foi verificado efeito do modo de aplicação do 

Azospirillum no híbrido Impacto. 
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Figura 1. Emergência de plântulas (a) e índice de velocidade de emergência – IVE 
(b) dos híbridos de milho Impacto e NS 92 com diferentes modos de aplicação de 
Azospirillum brasilense. Barras seguidas pela mesma letra dentro de cada hibrido, 
não diferem entre si, pelo teste t (LSD) ao nível de 5 % de probabilidade. 
 

Em relação ao índice relativo de clorofila, houve diferenças apenas entre , 

os modos de aplicação foliar e sulco para o híbrido Impacto. Verificou-se maior 

índice relativo de clorofila quando se aplicou Azospirillum via foliar em relação à 

aplicação no sulco, resultando uma maior fotossíntese da planta, que 

consequentemente produzir mais fotoassimilados. No entanto, não houve 

diferença entre o controle e a aplicação foliar (Figura 2). Para o híbrido NS 92 não 

foi verificada efeito dos modos de aplicação de Azospirillum (Figura 2). 

Os resultados encontrados na literatura são contraditórios. Mello (2012) 

trabalhando com aplicação de A. brasilense na semente não observou efeito no 

teor de clorofila na cultura do milho. Por outro lado, outros autores verificaram que 

a aplicação de Azospirillum spp. resultou e maiores teores de clorofila em planta 

de milho (GUIMARÃES et al., 2013; JORDÃO et al., 2010). Em trabalho realizado 

por Araújo (2014) verificou-se aumento do teor de clorofila do milho com a 

aplicação da estirpe Z-94 de H. seropedicae via semente. 
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Figura 2. Índice relativo de clorofila (IRC) nos híbridos de milho Impacto e NS 92 
com diferentes modos de aplicação de Azospirillum brasilense. Barras seguidas 
pela mesma letra dentro de cada hibrido, não diferem entre si, pelo teste t (LSD) 
ao nível de 5 % de probabilidade. 
 

Em um estudo realizado por Muller et al. (2012), os autores não 

verificaram diferença no teor de clorofila do milho quando se aplicou Azospirillum 

via semente e no sulco. 

Para o diâmetro do colmo houve diferença entre os modos de aplicação 

apenas para o híbrido NS 92. A aplicação de Azospirillum via sulco resultou em 

menor diâmetro do colmo em relação ao controle (Figura 3). Os demais modos de 

aplicação não diferiram do controle. 

Alguns autores verificaram que a aplicação de Azospirillum via semente 

resultou e maior diâmetro do colmo de milho (DARTORA et al., 2013). Em trabalho 

de Naves et al. (2014) trabalhando com aplicação de Azospirillum via semente e 

foliar (estádio V4) também foi observado maior diâmetro do colmo com ambos os 

modos de aplicação. Por outro lado, Araújo et al. (2013) não verificaram aumento 

do diâmetro do colmo com a aplicação de A. brasilense, Herbaspirillum 

seropedicae e nitrogênio.  
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Figura 3. Diâmetro de colmo dos híbridos de milho Impacto e NS 92 com 
diferentes modos de aplicação de Azospirillum brasilense. Barras seguidas pela 
mesma letra dentro de cada hibrido, não diferem entre si, pelo teste t (LSD) ao 
nível de 5 % de probabilidade. 
 

O número total de folhas expandidas (Figura 4a e 4b) e a altura de planta 

(Figura 4c e 4d) não foram influenciadas significativamente pelos modos de 

aplicação de A.  brasilense e pelos híbridos de milho. 

Em trabalhos realizados por Dartora et al. (2013) e Araújo et al (2013) com 

aplicação de A. brasiliense e Herbaspirillum seropedicae na semente de milho não 

foram constadas influências na altura de planta. 

Efeito similares também foram encontrado por Guimarães et al. (2013) que 

trabalharam com a inoculação de quatro estirpes de Azospirillum spp. (AZ01, 

AZ04, AZ07 e AZ08) e dois tratamentos controle (com e sem aplicação de N) não 

constataram diferenças na altura de plantas. Entretanto, Naves et al. (2014) 

verificou que a aplicação de A. brasilense via sementes resultou em maior altura 

de plantas de milho quando comparada a aplicação via foliar e a testemunha. 

Marini (2012) destaca que a altura de planta de milho teve influência do fator 
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genético, representado pelo diferentes híbridos e a aplicação de Azospirillum não 

resultou em alteração na altura de planta. 

 

 
Figura 4. Número total de folhas expandidas por planta (a e b) e altura de plantas 
(c e d) dos híbridos de milho Impacto e NS 92 com diferentes modos de aplicação 
de Azospirillum brasilense. Barras seguidas pela mesma letra não diferem entre si 
pelo Teste t (LSD) para os modos de aplicação e Teste F para os híbridos, ao 
nível de 5 % de probabilidade. 
 

Quanto à área foliar (Figura 5a), massa de matéria seca de folhas (Figura 

5c) e massa de matéria seca de colmo (Figura 5e) não foram constatados efeitos 

dos modos de aplicação de A. brasiliense. Resultados semelhantes foram 

verificados por Dartora et al. (2013) que não constaram efeitos da aplicação de 

Azospirillum via semente na área foliar e na massa de matéria seca de folha e de 

colmo. Por outro lado, Marini et al. (2012) constatou que a aplicação de 

Azospirillum resultou em maior área foliar do milho. 

Em relação aos híbridos, o NS 92 apresentou maior área foliar (Figura 5b) 

e massa de matéria seca de folhas (Figura 5d) que o híbrido Impacto. Não houve 

diferença entre os híbridos para a massa de matéria seca do colmo (Figura 5f) 
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Figura 5. Área foliar (a e b) e massa de matéria seca de folhas (c e d) e Massa de 
matéria seca de colmo (e e f) dos híbridos de milho Impacto e NS 92 com 
diferentes modos de aplicação de Azospirillum brasilense. Barras seguidas pela 
mesma letra não diferem entre si pelo Teste t (LSD) para os modos de aplicação e 
Teste F para os híbridos, ao nível de 5 % de probabilidade. 
 

O volume do sistema radicular (Figura 6a e 6b), a massa de matéria seca 

de sistema radicular (Figura 6c e 6d) e a densidade do sistema radicular (Figura 

6e e 6f) não foram influenciadas pelos modos de aplicação de Azospirillum e pelos 

híbridos de milho. Resultados diferentes foram encontrados por Reis Junior et al. 

(2008) em que foi constado em dois genótipos de milho inoculados com 

Azospirillum amazonense maior massa de matéria seca de raízes quando 

comparado com plantas não inoculadas. 
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Figura 6. Volume do sistema radicular (a e b), massa de matéria seca do sistema 
radicular (c e d) e densidade do sistema radicular (e e f) dos híbridos de milho 
Impacto e NS 92 com diferentes modos de aplicação de Azospirillum brasilense. 
Barras seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo Teste t (LSD) para os 
modos de aplicação e Teste F para os híbridos, ao nível de 5 % de probabilidade. 
 

Para a massa de matéria seca de parte aérea (Figura 7a) e massa de 

matéria seca total (Figura 7c) não foi constatado efeito dos modos de aplicação de 

Azospirillum. O híbrido NS 92 apresentou maior massa de matéria seca da parte 

aérea em relação ao híbrido Impacto (Figura 7b). Não houve diferença na massa 

de matéria seca total de planta entre os dois híbridos avaliados (Figura 7d). 

Resultados semelhantes na cultura do milho foram encontrados por Repke et al. 

(2013) e Dartora et al. (2013) que não verificaram efeitos da aplicação de 

Azospirillum na massa de matéria seca da parte aérea e total. Reis Junior et al. 
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(2008) trabalhando com Azospirillum amazonense também não verificaram efeito 

na massa de matéria seca da parte aérea. 

Em trabalho de Verona et al. (2010), mesmo sob condição de deficiência 

hídrica as plantas inoculadas com a Azospirillum obtiveram maior massa de 

matéria seca da parte aérea. Marini et al. (2012) avaliando a inoculação de 

sementes de milho com A. brasilense observou incremento de 12% na massa de 

matéria seca total em relação as plantas não inoculadas. 

 

 

Figura 7. Massa de matéria seca da parte aérea (a e b) e massa de matéria seca 
total (c e d) dos híbridos de milho Impacto e NS 92 com diferentes modos de 
aplicação de Azospirillum brasilense. Barras seguidas pela mesma letra não 
diferem entre si pelo Teste t (LSD) para os modos de aplicação e Teste F para os 
híbridos, ao nível de 5 % de probabilidade. 

 

Não houve influência significativa dos modos de aplicação de A. 

brasiliense e dos híbridos de milho para a razão de área foliar (RAF) que expressa 

a área em dm2 que é usada para produzir 1g de matéria seca (Figura 8a e 8b), a 

área foliar especifica (AFE) que reflete o inverso da espessura da folha (Figura 8c 

e 8d) e a razão da massa foliar (RMF), que expressa a matéria seca translocada 

da folha para outros órgãos do vegetal (Figura 8e e 8f). 
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Figura 8. Razão de área foliar (a e b), área foliar específica (c e d) e razão de 
massa foliar (e e f) dos híbridos de milho Impacto e NS 92 com diferentes modos 
de aplicação de Azospirillum brasilense. Barras seguidas pela mesma letra não 
diferem entre si pelo Teste t (LSD) para os modos de aplicação e Teste F para os 
híbridos, ao nível de 5 % de probabilidade. 
 

Os fatores que interferem na resposta na cultura do milho ainda não foram 

satisfatoriamente elucidados. Porém alguns resultados encontrados na literatura 

destacam que para a obtenção de resultados positivo é necessário a associação 

de Azospirillum com a adubação nitrogenada, de modo que somente a bactéria 

não irá responder de forma positiva (ARAÚJO et al., 2013; HUNGRIA et al., 2011; 

GUIMARÃES et al., 2010). Alguns trabalhos destacam que o Azospirillum produz 

alguns fitohormônios que contribuem para o crescimento das plantas, entretanto, 

somente os fitohormônios não são suficientes para que ocorram respostas na 

planta inoculada. Também deve-se destacar que a resposta das plantas a 
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aplicação de Azospirillum é variável de genótipo para genótipo (GUIMARÃES et 

al., 2013; MARINI, 2012; DOTTO et al., 2010; REIS JUNIOR et al., 2008). 

 

4. CONCLUSÕES 

 

A aplicação de Azospirillum brasilense na semente reduziu a porcentagem 

de emergência e o índice de velocidade de emergência de plântulas de milho, 

dependendo do genótipo. 

A aplicação de A. brasilense não resultou de forma geral em alterações no 

crescimento inicial do milho. 

A resposta das plantas a aplicação de A. brasilense é variável, 

dependendo do genótipo de milho utilizado. 
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