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RESUMO 

 

Objetivou-se avaliar o efeito da aplicação via semente de Azospirillum brasilense e ácido 

húmico na qualidade fisiológica de sementes de trigo. Os tratamentos foram: testemunha, 

inoculação da bactéria Azospirillum brasilense (AZO), aplicação de ácido húmico (AH) e 

associação de AZO + AH. As sementes foram submetidas aos testes de germinação, primeira 

contagem de germinação, envelhecimento acelerado, teste de frio, comprimento de raiz e parte 

aérea e massa seca da raiz e parte aérea. O delineamento utilizado foi o inteiramente 

casualizado, em esquema fatorial 2x4 (duas cultivares e quatro tratamentos), com quatro 

repetições. Concluiu-se que o AZO e o AH isolados, não alteraram a germinação das sementes 

de trigo, porém, a inoculação via semente do AZO promove benefício no vigor, conferindo 

maior resistência às sementes quando expostas as condições adversas de alta temperatura e 

umidade, no entanto, esse efeito depende da cultivar. A aplicação do AH e a associação AZO 

+ AH beneficia o crescimento e peso em massa seca da parte aérea das plântulas de trigo. 
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PHYSIOLOGICAL QUALITY OF WHEAT SEEDS IN RESPONSE TO 

APPLICATION OF AZOSPIRILLUM BRASILENSE AND HUMIC ACID 

 

ABSTRACT 

 

This study aimed to evaluate the effect of the application via Azospirillum brasilense seed and 

humic acid on physiological quality of wheat seeds. The treatments were: control, inoculation 

of bacteria Azospirillum brasilense (AZO), application of humic acid (HA) and AZO + AH 

association. The seeds were submitted to germination, first count, accelerated aging, cold test, 

root length and shoot and root dry mass and shoot. The design was completely randomized in 

a 2x4 factorial design (two cultivars and four treatments) with four replications. It was 

concluded that the AZO and AH isolated, did not affect the germination of wheat seeds, 

however, inoculation via AZO seed promotes benefit in force, providing greater resistance to 

seeds when exposed to adverse conditions of high temperature and humidity, in However, this 

effect depends on the cultivar. The application of AH and AH + AZO association benefits the 

growth and dry weight mass of shoots of wheat seedlings. 

 

Keywords: diazotrophic bacteria, humic substances, Triticum aestivum L. 

 

 
                                                                 
*
 mayara_cotrim@hotmail.com  

mailto:mayara_cotrim@hotmail.com


Brazilian Journal of Biosystems Engineering v. 10(4): 349-357, 2016 

 

350 
 

INTRODUÇÃO 

 

O trigo (Triticum aestivum L.) é uma 

das principais culturas alimentares, sendo 

cultivado em diversos ambientes e regiões 

geográficas. Amplamente utilizado na 

alimentação humana e animal, além de 

aplicações em produtos não alimentícios 

(Fornasieri Filho, 2008).  

Dentre os aspectos que merecem 

atenção para melhor aproveitamento do 

potencial produtivo, destaca-se a utilização 

de sementes de alta qualidade, 

principalmente quanto aos componentes 

genéticos e fisiológicos (Fanan et al., 

2006). Segundo Hossen et al. (2014), o 

tratamento de sementes pode ser uma 

alternativa promissora para se ter plântulas 

vigorosas, proporcionando estandes 

uniformes, em função da maior 

percentagem de germinação e, com isso, 

melhores produtividades de trigo. Logo, 

torna-se imprescindível ajustar tecnologias 

para a produção de sementes que permitam 

homogeneizar o processo de germinação, 

bem como reduzir o tempo de germinação 

entre lotes, facilitando tomadas de decisão 

em relação à origem e ao destino dos lotes 

(Oliveira et al., 2012). 

Neste sentido, dentro das opções de 

manejo, algumas técnicas surgem como 

possíveis alternativas para aumento da 

produtividade, como a disponibilização de 

nitrogênio. Para atingir esse objetivo, a 

disponibilização do nitrogênio pode ser 

realizada por meio da fixação biológica. 

Essa fixação pode ser realizada por 

microrganismos procarióticos do solo 

conhecidos como diazotróficos. Os estudos 

com bactérias diazotróficas são de grande 

importância, devido à contribuição destas 

para o fornecimento de nitrogênio a 

diversos ecossistemas, naturais ou 

manejados. Dentre as bactérias 

diazotróficas, a Azospirillum brasilense 

vem ganhando destaque quando inoculada 

em sementes, devido ao aumento de 

produtividade de grãos (Hungria et al., 

2010; Novakowiski et al., 2011; Braccini et 

al., 2012). 

Diversos estudos mostram o efeito da 

inoculação dessa bactéria na qualidade 

fisiológica das sementes, sendo verificado 

efeitos positivos no estabelecimento inicial 

das plântulas e por consequência na 

produtividade da cultura. Segundo Dartora 

et al. (2013), a influência do tratamento de 

sementes de trigo, inoculadas com 

diferentes estirpes de A. brasiliense, no 

desenvolvimento inicial das plântulas, 

foram de suma importância, visto que os 

resultados forneceram evidencias diretas a 

respeito da capacidade de colonização 

radicular sendo compatível com 

fungicidas-inseticidas na fase de 

desenvolvimento inicial radicular da 

cultura. Segundo Santos et al. (2014), para 

a cultura do girassol, a inoculação de 

sementes com bactérias endofíticas, 

melhora o desempenho das plantas sob 

condições de estresse e, consequentemente, 

aumentar a produtividade das culturas. 

Em trabalho envolvendo sementes de 

trigo com o Azospirillum sp., Sala et al. 

(2008) observaram interferência no 

acúmulo de matéria seca com a utilização 

desta bactéria no tratamento de sementes 

da cultura. Rodrigues et al. (2000) 

verificaram que a inoculação de 

Azospirillum sp. em trigo incrementou o 

teor de nitrogênio nos grãos colhidos, 

assim como alteração na morfologia de 

raízes e no desenvolvimento das plantas. 

Além dos efeitos supracitados, trabalhos 

envolvendo a bactéria Azospirillum sp. e 

outras gramíneas, neste caso o arroz (Oryza 

sativa L.), demonstram efeitos sobre a 

velocidade de germinação das sementes e 

menor contaminação por fungos (Araújo et 

al., 2010).  

A maior parte da matéria orgânica 

dos solos é composta por huminas, ácidos 

fúlvicos e húmicos (Guerra et al., 2008). 

Os efeitos positivos dessas substâncias no 

solo são evidenciados pela maior 

estabilidade de agregados, maior atividade 

biológica, maior concentração de 

nutrientes, entre outros (Vendruscolo et al., 

2014). De acordo com Büyükkeskin et al. 

(2015) em estudos com Vicia faba, 

popularmente chamada de fava, fava-

comum, feijão-fava, a aplicação de ácido 
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húmico supriu os efeitos tóxicos do 

alumínio sobre o crescimento das raízes 

laterais e principais e ao mesmo tempo 

permitiu maior absorção de nutrientes. Os 

efeitos da aplicação das substâncias 

húmicas na germinação e na qualidade 

fisiológica das sementes tem sido relatado 

em trabalhos recentes com Leucena 

(Baldotto et al., 2013) e em culturas anuais 

como soja (Weber, 2011) e sorgo 

(Vendrusculo et al., 2014). Com isso, a 

aplicação de ácido húmico vem crescendo 

em função das respostas obtidas 

especialmente em cultivos com alto nível 

tecnológico (Rodrigues et al., 2014). 

Portanto, o presente estudo visa 

abordar o efeito da aplicação via semente 

do Azospirillum brasilense e ácido húmico 

na qualidade fisiológica de sementes de 

trigo. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

  

O presente trabalho foi realizado no 

Laboratório de Tecnologia de Sementes da 

Universidade Federal de Mato Grosso do 

Sul, Campus de Chapadão do Sul – MS 

(UFMS/CPCS), desenvolvido no período 

de janeiro à maio de 2015. Foram 

utilizadas sementes de duas cultivares 

comerciais de trigo, a CD 1440 e a CD 

1550, recomendadas para regiões com 

altitudes acima de 600 metros, como o 

município de local do estudo (Chapadão do 

Sul-MS, média de 810 m), fornecidas pela 

Cooperativa Central de Pesquisa Agrícola 

(COODETEC). 

 O experimento foi conduzido em 

delineamento estatístico inteiramente 

casualizado, em esquema fatorial 2x4 (duas 

cultivares de trigo e quatro tratamentos de 

sementes) com quatro repetições.  

Os tratamentos foram: testemunha 

(sem inoculação); AZO (sementes com 

inoculação de Azospirillum brasilense, na 

dose 2 mL 1000 kg de sementes
-1

); AH 

(aplicação de ácido húmico, na dose de 200 

mL 1000 kg sementes
-1

) e AZO + AH 

(inoculação de Azospirillum brasilense 

mais o ácido húmico, nas mesmas doses 

citadas acima). As doses foram 

recomendadas pelo fabricante do produto 

para a cultura. O tratamento das sementes 

foi realizado manualmente, misturando os 

respectivos tratamentos dentro de sacos 

plásticos. Após a aplicação, o conjunto foi 

agitado para homogeneizar a cobertura.  

O produto contendo AZO apresenta 

na sua constituição 5 bilhões de bactérias 

A. brasilense por grama ou mL, e o AH é 

constituído de ácido húmico (18%), ácido 

fúlvico (3%), humato solúvel (98%), 

densidade (1,2 g cm
3
), carbono orgânico 

(12%) e CTA (60%). 

As características avaliadas foram: 

teste de germinação, quatro repetições com 

sub amostras de 50 sementes foram 

distribuídas sobre duas folhas de papel 

umedecidas com quantidade de água 

equivalente a 2,5 vezes a massa do 

substrato não hidratado, e as avaliações 

foram realizadas aos quatro e oito dias após 

a implantação do teste. A primeira 

contagem foi conduzida juntamente com o 

teste de germinação, computando se a 

porcentagem de plântulas normais obtidas 

aos quatro dias após a semeadura (Brasil, 

2009). 

Já para o teste de envelhecimento 

acelerado, foram utilizadas quatro 

repetições de 50 sementes, por tratamento, 

distribuídas sobre tela suspensa no interior 

de caixa plástica (11x11x3,0cm), tipo 

gerbox, contendo 40 mL de água destilada. 

As caixas foram mantidas em incubadora 

tipo Mangelsdorf, regulada a 41ºC por 72 

horas. Posteriormente, as sementes foram 

submetidas ao teste de germinação 

conforme Brasil (2009), posteriormente 

determinado a porcentagem de plântulas 

normais, aos cinco dias após a semeadura 

(Hampton & Tekrony, 1995) 

No teste de frio, foram utilizados 

quatro repetições de 50 sementes para cada 

tratamento, distribuídas em rolos de papel 

umedecidos com quantidade de água 

equivalente a 2,5 vezes a massa do 

substrato. Os tratamentos foram 

acondicionados em sacos plásticos para 

manter a umidade, permanecendo por sete 

dias à temperatura de 10ºC, e em seguida 
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foram transferidos a temperatura de 25ºC 

durante cinco dias, e os resultados foram 

expressos em porcentagem de plântulas 

normais (Loeffler et al., 1985). 

Para comprimento de plântulas, 

foram dispostas 20 sementes de 4 

repetições sobre uma linha traçada 

longitudinalmente a 2,0 cm da borda 

superior do papel em rolos de papel 

umedecido, utilizando três folhas 

umedecidas com água destilada, na 

proporção de 2,5 vezes a massa do papel 

não hidratado; comprimento das plântulas 

foi medido oito dias após a semeadura, 

onde efetuou-se as medidas das plântulas 

com auxílio de régua milimetrada, 

expressos em centímetros. Foram 

mensuradas as partes das plântulas pela 

medida tomada entre o colo da planta e a 

ponta da maior raiz com os resultados 

expressos em centímetros (cm). Estas 

mesmas plântulas foram acondicionadas 

em sacos de papel, e colocadas em estufa 

com circulação de ar à temperatura de 80ºC 

por 24 horas. Após este período, ambas as 

partes das plântulas foram pesadas em 

balança analítica, obtendo-se a massa da 

matéria seca (em miligramas) (Nakagawa, 

1999). 

A análise de variância foi efetuada 

separadamente para cada teste e cultivar. 

Os resultados foram submetidos á análise 

de variância e as médias comparadas pelo 

teste de Tukey a 5% de probabilidade pelo 

software Sisvar (Ferreira, 2011). 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

No teste de germinação (Tabela 1), 

não houve diferença entre as fontes de 

variação, todavia as sementes apresentaram 

alto potencial germinativo, observa-se a 

superioridade de qualidade fisiológica 

inicial das sementes. Ressaltando, que para 

testes fisiológicos sem submissão de 

variações de temperatura em sementes até 

o estádio de plântula, o eixo embrionário 

utiliza seu próprio recurso adquirido no 

processo de maturação, deste modo, nas 

fases inicias de germinação e emergência, 

estes produtos não conferem considerável 

eficácia.  

 

Tabela 1. Quadro de análise de variância para germinação (G), primeira contagem de 

germinação (PCG), envelhecimento acelerado (EA) e teste de frio (TF) de plântulas de trigo 

tratadas com Azospirillum brasilense (AZO) e ácido húmico (AH)  

1
Valores seguidos da mesma letra na coluna, não diferem pelo teste Tukey a 5% de 

probabilidade. *significativo à 5% de probabilidade pelo Teste F. **significativo à 1% de 

probabilidade pelo Teste F. 
 ns 

não significativo. Coeficiente de Variação (CV). 

Variáveis 
G 

% 

PCG 

% 

EA 

% 

TF 

µS.cm
1
g

-1
 

 

Cultivares  

CD1440 90,13
1 

a 49,37 a 85,38 a 94,50a  

CD1550 92,06 a 14,25 b 56,63 b 86,63b  

Tratamentos  

Testemunha 90,25 a 39,25 a 67,50  90,00 a  

AZO 91,75 a 32,75 ab 73,25  93,00 a  

AH 91,75 a 31,50 ab 75,75  92,50 a  

AZO +AH 90,62 a 23,75 b 67,50  86,75 a  

Cultivar (C) 0,97
ns 

125,80
**

 125,16
*
 90,89

*
  

Tratamento(T) 0,16
ns 

4,11
*
 3,53

**
 1,58

ns
  

C x T 0,49
ns 

7,02**
 

21,80
**

 1,41
ns

  

CV% 5,96 27,89 8,84 7,10  
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 Nas avaliações de primeira 

contagem de germinação (Tabela 1), houve 

significância entre cultivares, tratamentos e 

na interação entre estes. Para esta variável, 

a cultivar CD 1440 foi superior à CD 1550. 

Para os tratamentos com aplicação de AZO 

e AH isolados apresentaram maior 

desempenho, porém, não diferiram da 

testemunha, já a interação entre os produtos 

em análise obtiveram resultado negativo, 

demonstrando que o efeito do produto 

depende, também, da qualidade fisiológica 

das sementes. 

Nota-se que para envelhecimento 

acelerado (Tabela 1), averiguou se 

interação significativa entre todas as fontes 

de variação avaliadas. Deste modo, as 

diferenças analisadas entre os resultados 

para essa variável, que não haviam sido 

detectadas pelo teste de germinação, 

podem ser atribuídas à queda do vigor que 

precede à perda da germinação, de modo 

que lotes com percentagens de germinação 

semelhantes podem diferir quanto ao 

desempenho em campo, principalmente 

quando as condições de ambiente desviam-

se das mais adequadas. (Torres, 2002). 

Contudo, o teste de envelhecimento 

acelerado é de extrema importância para 

diferenciação de lotes de sementes de trigo 

quanto ao vigor (FANAN et al., 2006).  

Ao analisarmos o desdobramento 

(Tabela 2), entre os tratamentos, o maior 

número de plântulas normais foi alcançado  

na cultivar CD 1440 inoculadas com AZO 

e na associação de AZO + AH, 

demonstrando acréscimo no vigor. O efeito 

da temperatura sobre o desenvolvimento e 

a produção de trigo varia entre cultivares, 

sendo esta, recomendada para o cerrado sul 

mato grossense (recomendadas para 

altitudes maiores ou iguais á 600 m, o 

município do presente estudo está 

localizado em Chapadão do Sul-MS que 

apresenta média de 810 m).  
De acordo com Almeida et al. (2009), 

explicam que em tratamento de sementes 

com inoculação de Azospirillum brasilense, 

ativa várias reações fisiológicas, como a 

expressão de proteínas, sendo que estas 

interagem com vários mecanismos de 

defesa, permitindo que a planta suporte 

melhor as condições adversas do meio 

ambiente. Outros autores, como Piccinin et 

al. (2015), trabalhando com doses de 

nitrogênio, conjugadas à inoculação com 

Azospirillum brasilense, independente do 

veículo líquido ou turfoso, observaram 

acréscimos no vigor e ganhos satisfatórios 

na qualidade fisiológica das sementes de 

trigo, com isso, concluíram que a 

inoculação com bactérias endofíticas pode 

ser uma tecnologia alternativa de cultivo 

para quem almeja obter sementes com 

maior qualidade, sendo estas danificadas 

por estresse quando expostas em altas 

temperaturas.  

 

Tabela 2. Desdobramento da interação entre tratamentos e cultivares de trigo em relação ao 

teste de envelhecimento acelerado.  

 Envelhecimento acelerado (%) 

 Testemunha AZO AH AZO + AH 

CD 1440 79,50
1 

aBC 94,50 aA 76,50 aC 91,00 aAB 

CD 1550 55,50 bB 52,00 bB 75,00 aA 44,00 bB 

CV% 8,84 8,84 8,84 8,84 
1
Valores seguidos da mesma letra minúscula (coluna) e maiúscula (linha), não diferem pelo 

teste Tukey a 5% e a 1% de probabilidade. 

 

Avaliando os tratamentos, a 

aplicação de AH, favoreceu a cultivar CD 

1550, porém não diferiu da cultivar 

CD1440. Ainda não está claro como o 

ácido húmico pode modificar a bioquímica 

e o metabolismo das plantas. Para Visser 

(1984), o aumento na permeabilidade das 

membranas celulares é provocado pela 

ação surfactante que o AH apresenta, 

assim, as membranas biológicas em contato 
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com o AH teriam sua permeabilidade 

aumentada, consequentemente, a entrada 

de íons e a nutrição celular seriam 

facilitadas. Vendrusculo et al. (2014), 

trabalhando com duas variedades de 

sementes de sorgo sob tratamento de 

diferentes dosagens de Humykos, 

observaram que não houve efeito das 

dosagens de substâncias húmicas na 

germinação e no crescimento inicial de 

plântulas de sorgo. Destaca-se com os 

resultados citados acima que os efeitos dos 

tratamentos são incertos e depende, além 

da espécie testada, das dosagens das 

substâncias usadas, grau de purificação do 

material e das condições em que foi 

realizado o estudo. 

Para Marcos Filho (2005), vários 

fatores como genótipo, grau de umidade 

inicial das sementes, temperatura e período 

de permanência das sementes no interior da 

câmara de envelhecimento, dentre outros, 

influenciam o resultado do teste de 

envelhecimento acelerado. 

Já no teste de frio (Tabela 1), apenas 

a cultivar CD 1440 apresentou valores de F 

significativos, demonstrando superioridade 

á CD 1550, aferindo maior qualidade 

fisiológica atribuída a cultivar destacada. 

No comprimento de raiz e parte aérea 

de plântulas de trigo (Tabela 1), não houve 

interação entre cultivar e tratamento. 

Entretanto, o tratamento com a aplicação 

de AH isolado (Tabela 3) apresentou 

desempenho no crescimento da raiz, 

todavia não diferiu da testemunha e da 

aplicação de AZO. Já para comprimento de 

parte aérea a combinação AZO + AH e AH 

isolado aumentou o crescimento da parte 

aérea. No entanto, a aplicação isolada de 

AZO não obteve diferença estatística da 

testemunha.  

 

Tabela 3. Quadro de análise de variância para Comprimento de raiz (CRA), comprimento de 

parte aérea (CPA), massa seca de raiz (MSRA), massa seca de parte aérea (MSPA) de 

plântulas de trigo tratadas com Azospirillum brasilense e ácido húmico.  

1
Valores seguidos da mesma letra na coluna, não diferem pelo teste Tukey a 5% de 

probabilidade. *significativo à 5% de probabilidade pelo Teste F. **significativo à 1% de 

probabilidade pelo Teste F. 
ns 

não significativo. Coeficiente de Variação (CV). 

 

Em contrapartida, Conceição et al. 

(2008), observaram que a inoculação com 

bactérias diazotróficas em sementes de 

milho, embora não tenha afetado a 

germinação das sementes, aumentou o 

desenvolvimento da parte aérea das 

plantas, provavelmente devido à ação das 

bactérias sobre o alongamento celular, pela 

turgescência vacuolar.  

Os efeitos fisiológicos dos AH são a 

promoção do crescimento radicular 

(Façanha et al., 2002), e os efeitos 

Variáveis 
CRA 

cm 

CPA 

cm 

MSRA 

mg 

MSPA 

mg 

Cultivares  

CD1440      13,10
1
 a 7,15 a 72,52 a 79,19 a 

CD1550      11,80 b 6,44 b 67,14 a 66,01 b 

Tratamentos  

Testemunha   12,71 ab 6,32 b 65,96 a 65,95 b 

AZO   12,27 ab 6,72 ab 68,20 a 72,44 ab 

AH  13,11 a 7,14 a 70,70 a 75,95 a 

AZO +AH        11,78 b 7,03 a 74,46 a 77,06 a 

Cultivar (C) 31,75
*
 77,15

*
 1,36

ns
 13,89** 

Tratamento (T) 5,79
*
 8,32

*
 1,94

ns
 4,20** 

C x T 0,21
ns

 1,62
ns

 2,46
ns

 1,97
ns

 

CV% 5,39 5,31 10,6 9,62 
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bioestimulantes do AH tem sido creditada à 

sua atividade similar a auxinas (Chen & 

Avaid 1990; Façanha et al., 2002). Porém, 

recomendam-se estudos aprofundados para 

sua indicação em diferentes variedades e 

híbridos. 

Considerando os valores para massa 

seca (Tabela 3), observou-se significância 

somente no acumulo de massa seca da 

parte aérea de plântulas de trigo, sendo 

significativo entre as cultivares e para 

tratamentos, demonstrando mais uma vez o 

vigor no lote de sementes da cultivar CD 

1440. Enquanto, a associação de AZO + 

AH e AH isolado conferiu melhor 

performance, entretanto não diferiu da 

aplicação de AZO isolado. Nota-se que a 

testemunha demonstrou menor 

desempenho entre os tratamentos.  

Com os resultados verificou-se que a 

inoculação via semente do Azospirillum 

brasilense e do ácido húmico não 

influenciaram a germinação das sementes 

de trigo, porém promoveram melhora no 

vigor das sementes em condições de altas 

temperaturas e umidade.  

Benefícios no crescimento da raiz, da 

parte aérea e matéria seca de parte aérea 

das plântulas de trigo também foram 

constatados nas sementes tratadas com 

ácido húmico e na associação do 

Azospirillum brasilense mais ácido húmico.  

 

CONCLUSÕES 

 

A inoculação via semente do 

Azospirillum brasilense e a associação do 

A. brasilense com o ácido húmico 

promovem benefícios no vigor das 

sementes de trigo, conferindo maior 

resistência quando expostas as condições 

de alta temperatura e umidade, no entanto 

esse efeito depende da cultivar. 

A aplicação via tratamento de 

sementes de ácido húmico aumenta o 

crescimento da raiz, parte aérea, e massa 

seca de parte aérea de plântulas trigo. 

A associação Azospirillum brasilense 

mais ácido húmico aplicados via sementes 

aumenta o crescimento da parte aérea nas 

plântulas de trigo. 

As sementes do lote de alto vigor 

(CD 1440) são superiores as de baixo vigor 

(CD 1550) em todas as variáveis estudadas. 
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