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RESUMO 

 
CORDEIRO, Jaíza Ellen Borges, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, março de 
2017. Desempenho agronômico do milho em resposta à inoculação com bactérias 
promotoras de crescimento de plantas. Orientadora: Lílian Estrela Borges Baldotto. 
Coorientadores: Marihus Altoé Baldotto e Marcos Paiva del Giudice. 

 

O Brasil se encontra em terceiro lugar no ranking mundial de produção de milho, o 

que contribui consideravelmente para o avanço do agronegócio do país. Contudo, há 

necessidade de incrementar a produtividade do milho devido ao aumento da demanda 

mundial por esse grão. Dessa maneira, torna-se necessário a utilização de práticas de 

manejo mais sustentáveis, de forma a otimizar a produção, proteger a biodiversidade 

dos agroecossitemas e amenizar os impactos ambientais. A inoculação de milho com 

bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCP), mediante fixação biológica 

de nitrogênio (FBN) é uma técnica promissora, por possibilitar incremento da 

produtividade da cultura e redução no uso de fertilizantes. Nesse sentido, o objetivo 

do trabalho foi selecionar estirpes bacterianas previamente isoladas de orquídea e lodo 

de esgoto de abatedouro de aves e, avaliar seu potencial de promoção de crescimento 

em plantas de milho em condições de viveiro e campo. Para isso, dois experimentos 

foram instalados para avaliar as respostas do milho à inoculação de bactérias 

promotoras de crescimento de plantas. O primeiro experimento foi desenvolvido em 

viveiro do tipo telado, no Setor de Floricultura da UFV-CAF e consistiu em uma 

avaliação do potencial de 24 bactérias isoladas de plantas de orquídea, as quais foram 

inoculadas em sementes de milho. A inoculação foi realizada pelo recobrimento das 

sementes de milho por duas horas com o meio bacteriano. O líquido restante foi 

aplicado uniformemente nos sulcos logo após a deposição das sementes em cada 

repetição. O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado com 

seis repetições, a unidade experimental foi um vaso com duas plantas de milho. Aos 

dias 30 após o plantio foram avaliadas as variáveis, altura da planta, diâmetro do 

colmo, número de folhas, matéria fresca da raiz, matéria fresca da parte aérea, matéria 

fresca total, matéria seca da raiz, matéria seca da parte aérea, matéria seca total. O 

segundo experimento consistiu na aplicação das nove bactérias mais eficientes em 

promover o crescimento do milho em viveiro, no campo. A inoculação das sementes 
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de milho com as bactérias se deu de forma semelhante à do experimento I. O 

experimento foi conduzido em blocos casualizados, em condições de campo, no Setor 

de Horticultura da UFV-CAF. Aos 90 dias após o plantio foram analisadas as variáveis 

relacionadas ao milho para produção de silagem, sendo elas: altura da planta, altura de 

inserção das espigas, número de espigas, diâmetro do colmo, matéria fresca da parte 

aérea, matéria seca da parte aérea, conteúdo de nitrogênio na planta, conteúdo de 

fósforo e proteína bruta total do milho. Já aos 140 dias após o plantio foram realizadas 

as análises das variáveis do milho destinado à produção de grãos, sendo elas: número 

de fileiras de grãos por espiga, número de grãos por fileira, número de grãos por espiga, 

massa de 5 espigas sem palha, comprimento das espigas, massa de 1000 grãos, teor de 

nitrogênio nos grãos e produtividade do milho. Os dados correspondentes ao efeito da 

inoculação em ambos os experimentos foram submetidos à análise de variância, e as 

médias dos tratamentos foram comparadas pelo Teste de Tukey, a 5% de 

probabilidade. No presente trabalho foi verificado que a inoculação de sementes de 

milho com o isolado UFV-2212 em viveiro resultou em incrementos na matéria seca 

da raiz e matéria seca total de 75 % e 58 % respectivamente em relação ao tratamento 

controle. Em relação às análises do milho em campo atribuído à produção de silagem 

e grãos não foram encontradas respostas agronômicas favoráveis sobre o crescimento 

da planta e produtividade de grãos em comparação ao controle. Conclui-se, portanto, 

que a inoculação com BPCP, em viveiro proporcionou resultados positivos à cultura 

do milho, entretanto não refletiu em crescimento da planta e incrementos na 

produtividade dos grãos nas condições edafoclimáticas em que o trabalho foi realizado 

a campo. Portanto, há necessidade de novas pesquisas para aprimorar o processo de 

inoculação e permanência dos mecanismos bacterianos de promoção do crescimento 

de plantas à campo, pois verificou-se que a utilização de BPCP é uma prática 

promissora e com potencial para o desenvolvimento de formas de manejo mais 

sustentáveis.  
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ABSTRACT 

 
CORDEIRO, Jaíza Ellen Borges, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, March, 
2017. Agronomic performance of corn in response to plant growth-promoting 
bacteria inoculation. Adviser: Lílian Estrela Borges Baldotto. Co-Advisers: Marihus 
Altoé Baldotto and Marcos Paiva del Giudice. 

 
Brazil is the world's third-largest corn producer, which contributes considerably for the 

great advance in agribusiness. However, there is a need to increase maize yield due its 

high global demand. Thus, it's necessary to use more sustainable management practices 

in order to optimize production, protect the agroecosystems biodiversity and mitigate 

the environmental impacts. The biological nitrogen fixation in corn, through inoculation 

with plant growth-promoting bacteria (PGPB) is a promising technique, since it allows 

an increase in crop yield and a reduction in the use of fertilizers. The objective of this 

work was to select bacterial strains previously isolated from orchid and from poultry 

slaughterhouse sewage sludge, and to evaluate their growth promotion potential in corn 

plants under seedlings nursery and field conditions. Two experiments were installed to 

evaluate corn responses to plant growth-promoting bacteria inoculation. The first 

experiment was carried out in a plant nursery at UFV-CAF and evaluated the potential 

of 24 isolated bacteria from orchid plants, each one inoculated in corn seeds. The 

inoculation was performed by soakins the corn seeds for two hours with the bacterial 

liquid. The remaining liquid was evenly applied to the grooves shortly after seed sowing 

on each replicate. The experiment was installed in a completely randomized design with 

six replicates, the experimental unit was a pot with two corn plants. Thirty days after 

planting the variables were evaluated, plant height, stem diameter, leaf number, fresh 

root matter, fresh shoot matter, total fresh matter, root dry matter, shoot dry matter, total 

dryness matter. The second experiment, in the field, consisted of the application of the 

nine most efficient bacteria to promote corn growth under nursery conditions. The corn 
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seeds inoculation process with the bacteria occurred similarly to the first experiment. It 

was conducted in randomized blocks, under field conditions, at UFV-CAF. Ninety days 

after sowing, the variables related to corn silage production were evaluated: plant height, 

cob insertion height, number of cobs, stem diameter, shoot fresh matter, aerial shoot dry 

matter, nitrogen content, phosphorus content and total crude protein of corn. A hundred 

and forty days after planting, the following variables for grain production were 

evaluated: number of rows per cobs, number of grains per row, number of grains per 

cob, mass of 5 cobs without husk, cob length, mass of 1000 grains, nitrogen content in 

the grain and corn yield. The data corresponding to the effect of the inoculation in both 

experiments were submitted to analysis of variance, and the means of the treatments 

were compared by Tukey test, at 5% probability. It was verified that the corn seeds 

inoculation with PGPB in nursery, resulted in increases of 58% in total dry matter in 

relation to the control treatment using the isolate UFV2212. In grain and silage 

production, no agronomic responses were found. It was concluded that inoculation with 

PGPB in nursery conditions provided positive results for corn seedlings, however it did 

not reflect in yield increments under the edaphoclimatic conditions in which this work 

was carried out. Therefore, it is necessary to have new researches to better understand 

the inoculation process and how to improve bacterial survival in the field, since it has 

been verified that the use of PGPB is a promising practice for sustainable agriculture. 



1 
  

1. INTRODUÇÃO 

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

elevada importância econômica no cenário da produção agrícola mundial, sendo 

consumido e cultivado em diversas partes do mundo, devido às suas qualidades 

nutricionais. A cultura do milho possui inúmeras aplicações, que vão desde a 

alimentação animal, por meio da produção de ração, alimentação humana, na forma 

de farinhas, óleos e flocos, à indústria de alta tecnologia, como a produção de 

biocombustível (FORNASIERI FILHO, 2007; CRUZ et al., 2011; CONAB, 2013; 

JUN-HONG & BO, 2016; USDA, 2016). 

A produção de milho apresenta elevação desde a década de 80 e segundo 

CALDARELLI e BACCHI (2012) é uma das atividades econômicas mais importantes 

do agronegócio brasileiro, correspondendo a 39,63% da produção nacional de grãos 

(CONAB, 2016). O Brasil ocupa a terceira posição no ranking mundial da produção 

de milho, com 85 milhões de toneladas métricas na safra 2014/2015, sendo, portanto 

autossuficiente para o consumo interno, estando atrás apenas dos Estados Unidos 

(361,09 milhões de toneladas) e da China (215,65 milhões de toneladas) (USDA, 

2016). Dentre os principais estados brasileiros produtores de milho estão Mato Grosso, 

Paraná, Mato Grosso do Sul, Goiás, Minas Gerais, Rio Grande do Sul, São Paulo, 

Santa Catarina, e Bahia, em ordem decrescente de produção na safra de 2014/2015, 

sendo Minas Gerais responsável por 8% da produção nacional (IBGE, 2015; CONAB, 

2016).  

A inovação e tecnificação da agricultura, a exemplo da utilização de sementes 

tratadas, cultivares melhoradas, práticas manejo adequado do solo e da água, nutrição 

vegetal e controle fitossanitário, possibilitam incremento do potencial produtivo do 

milho, uma vez que aumentam a produção por unidade de área, refletindo em 

crescimento significativo de seu cultivo ao longo dos anos (CRUZ et al., 2010; 

FARINELLI & CERVEIRA JUNIOR, 2015). Nesse sentido, a utilização de práticas 

tecnológicas influencia diretamente a produtividade e os custos de produção da cultura 

(CONAB, 2014).  
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A crescente demanda global por esse grão, em consequência ao aumento 

estimado de 33% da população mundial entre 2009 - 2050 (FAO, 2009), sugere 

necessária expansão das áreas de plantio e/ou produtividade da cultura para manter o 

fornecimento desse alimento e a qualidade de vida da população (CONAB, 2015). 

Dessa maneira, faz-se necessário o investimento no aprimoramento dos sistemas de 

produção, com vistas ao aumento da produtividade e rentabilidade que a cultura 

proporciona (Cruz et al., 2010).  

Entretanto, a baixa fertilidade do solo compreende um fator responsivo à baixa 

produtividade do milho e grãos em geral. Ademais, a agricultura em regiões de clima 

tropical apresenta entraves, como a baixa disponibilidade natural de N e P nos solos, 

sendo necessárias dosagens adicionais desses nutrientes (RAIJ, 1991; RAIJ, 2004; 

FORNASIERI FILHO, 2007).  

O uso de fertilizantes sintéticos com o objetivo de suprir a demanda da cultura 

e incrementar a produtividade da planta (FRAZÃO et al., 2014) tem se tornado uma 

prática dispendiosa, uma vez que os custos para obtenção do produto estão cada vez 

mais elevados, acarretando evasão de recursos financeiros da propriedade rural e 

onerando a rentabilidade da lavoura (PÖTTKER & WIETHÖLTER, 2004; SILVA et 

al., 2005; DIAS & FERNANDES, 2006; SANTOS et al., 2013). Além disso, há 

diversos impactos ambientais negativos nos ecossistemas gerados pela fabricação 

destes fertilizantes, devido à alta demanda energética do processo e esgotamento de 

jazidas naturais (RICHARDSON, 2001; MALAJOVICH, 2011; MARENGONI et al., 

2013; ROCHA et al., 2013; e-CYCLE, 2014). 

Nesse sentido, veem sendo estudados o emprego de novas tecnologias 

almejando a diminuição da utilização dos fertilizantes sintéticos, a implementação de 

práticas de manejo agrícola mais sustentáveis que possibilitem a preservação dos 

serviços ecossistêmicos, além de priorizar a diversidade natural e emissão de menores 

quantidades de poluentes (HUNGRIA, 2011; SMITH & KURTZ, 2015). Dentre essas 

novas tecnologias com grande potencial para diminuir a dependência de fertilizantes 

sintéticos, está a formulação de inoculantes e/ou biofertilizantes contendo bactérias 

promotoras de crescimento e proteção de plantas, que têm apresentado resultados 
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satisfatórios para várias culturas (HALLMANN et al., 1997; BALDOTTO et al., 

2010). 

A promoção do crescimento e proteção de plantas pela inoculação de bactérias 

é proporcionada pela capacidade das mesmas em fixar biologicamente o nitrogênio 

atmosférico, solubilizar fosfato de cálcio, óxidos de zinco, sintetizar fitohormônios e 

sideróforos, realizar controle biológico (ação antagônica a determinados fungos e 

bactérias patogênicas) e induzir resistência sistêmica na planta hospedeira 

(HALLMANN et al., 1997, BABALOLA, 2010; HAYAT et al., 2010, SOKOLOVA 

et al., 2011). 

 Dessa maneira, estudos relacionados à avaliação da atuação de bactérias 

promotoras de crescimento em plantas de milho, são muito importantes para a 

implementação de um manejo agrícola baseado na utilização sustentável dos recursos 

naturais e preservação da biodiversidade dos agroecossistemas. 
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2. HIPÓTESES 

Bactérias isoladas de folhas e raízes de plantas de orquídea têm potencial para 

promover o crescimento inicial de plantas de milho em viveiro. 

Bactérias diazotróficas isoladas do lodo de esgoto de abatedouro de aves e 

plantas de orquídea promovem o crescimento e desenvolvimento de plantas de milho 

em campo. 
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3. OBJETIVOS 

  

3.1. Objetivo geral 

 
Avaliar em viveiro e campo, o desempenho de plantas de milho inoculadas com 

bactérias promotoras de crescimento de plantas. 

3.2. Objetivos específicos 

 
Selecionar, com base nos resultados obtidos em viveiro, isolados bacterianos 

diazotróficos promotores de crescimento e desenvolvimento de plantas de milho. 

Avaliar o desempenho agronômico do milho em resposta à inoculação com 

bactérias promotoras de crescimento de plantas. 
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4. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 
4.1. A cultura do milho 

 
O milho (Zea mays (L.)) é uma gramínea de ciclo anual pertencente à família 

Poaceae. É considerado uma planta muito eficiente na conversão da radiação solar em 

produção de biomassa, por apresentar mecanismo C4 de fixação de CO2 e extensa área 

foliar (SANGOI et al., 2012; TAIZ & ZEIGER, 2013).  

Estudos apontam que possivelmente o milho é originário do Continente 

Americano, local onde são encontradas as espécies selvagens geneticamente mais 

próximas (teosinte e Tripsacum). Desde os primórdios da agricultura, há 

aproximadamente 10.000 anos, o milho tem sido cultivado pelo homem, iniciando 

assim o seu processo de domesticação (PATERNIANI & CAMPOS, 2005).  A partir 

de então, o ser humano vem selecionando os atributos genéticos com características 

agronômicas favoráveis, a fim de se obter uma planta que atenda às suas necessidades 

e, dessa maneira, utilizar a cultura de forma mais eficiente visando a produção de 

alimentos (BORÉM et al., 2015). 

A cultura do milho possui elevada importância econômica no cenário da 

produção agrícola mundial, sendo consumido e cultivado em diversas partes do planeta 

devido às suas qualidades nutricionais. O milho é considerado um cereal de alto valor 

energético, por possuir grande quantidade de amido acumulado no endosperma 

(GALVÃO et al., 2015). Além disso, suas características morfofisiológicas favorecem 

sua adaptação nos diversos domínios biogeográficos. Este grão apresenta aplicações 

diversas em todo o mundo, que vão desde a alimentação animal, por meio da produção 

de ração, principalmente aves e suínos; alimentação humana, na forma de farinhas, 

óleos e flocos; à indústria de alta tecnologia, participando de diversos processos da 

indústria alimentícia, de bebidas e produção de biocombustível, tal como o etanol 

(FORNASIERI FILHO, 2007; CRUZ et al., 2011; CONAB, 2013; USDA, 2016). 

Portanto, manifesta-se como produto estratégico para a segurança alimentar da 

população mundial. 

A produção de milho apresenta elevação desde a década de 80 e segundo 

CALDARELLI e BACCHI (2012) é uma das atividades econômicas mais importantes 

do agronegócio brasileiro, correspondendo a 39,63% da produção nacional de grãos 
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(CONAB, 2016). O Brasil ocupa a terceira posição no ranking mundial da produção 

de milho, com 85 milhões de toneladas métricas na safra 2014/2015, sendo, portanto 

auto suficiente para o consumo interno, estando atrás apenas dos Estados Unidos 

(361,09 milhões de toneladas) e da China (215,65 milhões de toneladas) (USDA, 

2016). Dentre os principais estados brasileiros produtores de milho estão Mato Grosso, 

Paraná, Mato Grosso do Sul, Goiás, Minas Gerais, Rio Grande do Sul, São Paulo, 

Santa Catarina, e Bahia, em ordem decrescente de produção na safra de 2014/2015, 

sendo Minas Gerais responsável por 8% da produção nacional (IBGE, 2015; CONAB, 

2016).  

De acordo com a CONAB (2016), a estimativa da área total cultivada com 

milho na primeira e segunda safra no Brasil na safra de 2014/15 totalizou 

aproximadamente 15 milhões hectares, 2,2% menor que a cultivada na safra passada, 

ou seja apresentou redução de 300 mil hectares. Sendo que, essa redução na área 

plantada com milho, se deve possivelmente à preferência por parte dos agricultores 

pelo cultivo da soja. Em relação ao cultivo de milho em 2016 a CONAB (2016) estima 

uma redução na área plantada e produção da primeira safra em comparação com 

2014/15, e para a segunda safra, a expectativa é de leve aumento de área.  

No que se concerne a oferta e demanda de milho no mercado externo, em 

janeiro de 2016 não houve alterações significativas nos preços deste cereal na Bolsa 

de Chicago, variando entre US$ 3,5 e 3,7/ bushel (US$ 137,78 a 145,66/t), 

respectivamente. Já os dados do mercado interno apresentaram aumento dos preços, 

em consequência à desvalorização do real frente ao dólar e à grande demanda interna, 

principalmente no setor de ração animal. Com isso, o mercado exportador foi 

priorizado pelos agricultores nos meses de ago/set/out/nov/dez de 2015 e jan de 2016, 

reduzindo a oferta interna do grão. Por essa razão, aumentou-se consideravelmente os 

preços do produto no mercado brasileiro (ago/2015 - R$ 22,00 / 60 kg; mar/2016 - 

R$35,00 / 60 kg) (BM&FBOVESPA, 2016; AGROLINK, 2016), de forma que, 

atualmente os produtores que ainda detém estoque de milho disponível para venda é 

mais vantajosa a negociação interna. 

A inovação e tecnificação da agricultura, a exemplo da utilização de sementes 

melhoradas, cultivares selecionadas e/ou transgênicas, práticas manejo adequado do 

solo e da água, nutrição vegetal e controle fitossanitário, possibilitam incremento do 
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potencial produtivo do milho, uma vez que aumentam a produção por unidade de área, 

refletindo em crescimento significativo de seu cultivo ao longo dos anos (CRUZ et al., 

2010; FARINELLI & CERVEIRA Junior, 2015) 

Ademais, o conhecimento da fenologia da planta, é uma informação importante 

por tornar possível o estudo dos eventos periódicos do desenvolvimento da cultura 

decorrente às condições ambientais. Pensando nisso, RITCHIE et al., (1993) 

utilizaram uma escala fenológica para determinar o estádio da planta com maior 

precisão, na qual foi sugerida uma divisão em estádios vegetativos e estádios 

reprodutivos (Figura 1). Com base nisso, é possível a aplicação adequada das práticas 

agronômicas e, por conseguinte maior sucesso na lavoura. 

Figura 1. Fases de desenvolvimento da cultura do milho. Adaptado de FANCELLI (1986) e 
Iowa State University Extension (1993), citado por MARTIN WEISMANN (2007). 

 

A crescente demanda global por esse grão, devido ao aumento estimado de 

33% da população mundial entre 2009 - 2050 (FAO, 2009), sugere necessária 

expansão das áreas de plantio e/ou produtividade da cultura para manter o 

fornecimento desse alimento e a qualidade de vida da população (CONAB, 2015). 

Dessa maneira, faz-se necessário o investimento no aprimoramento dos sistemas de 
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produção, com vistas ao aumento da produtividade e rentabilidade que a cultura 

proporciona (CRUZ et al., 2010).  

Entretanto, a baixa fertilidade do solo compreende um fator responsivo à baixa 

produtividade do milho e grãos em geral (PAIVA et al., 2012). A agricultura em 

regiões de clima tropical apresenta entraves como a baixa disponibilidade natural de 

Nitrogênio (N) e Fósforo (P) nos solos, sendo necessárias dosagens adicionais destes 

nutrientes (RAIJ, 1991; RAIJ, 2004; FORNASIERI FILHO, 2007).  

O N é essencial no metabolismo vegetal, pois participa da biossíntese de 

proteínas e clorofilas, sendo utilizado em todos os estádios fenológicos da cultura e, 

participa também de diversas rotas metabólicas bioquimicamente importantes 

(ANDRADE et al., 2003; SANGOI et al., 2008; SORATTO et al., 2010). Nesse 

sentido, plantas de milho com deficiência de N apresentam amarelecimento das folhas 

mais velhas, morte prematura de folhas e/ou plantas, espigas de tamanho reduzido com 

extremidades achatadas e grãos com baixa densidade, colmos finos e aumento da taxa 

de tombamento de plantas (FANCELLI, 2000; FERREIRA, 2012).  

Segundo FORNASIERI FILHO (2007) a solubilidade reduzida dos compostos 

de P existente no solo e a elevada capacidade de adsorção do elemento por partículas 

de argilas 1:1 e óxihidróxidos de ferro e de alumínio presentes nos solos tropicais, são 

responsáveis pela baixa disponibilidade desse nutriente que, durante todo o ciclo do 

milho desempenha papel fundamental para o crescimento e desenvolvimento da 

planta. Este nutriente atua no metabolismo da planta influenciando o armazenamento 

e a transferência de energia, bem como constituinte de biomoléculas essenciais como 

os ácidos nucleicos, fitina e fosfolipídios (Epstein & Bloom, 2006) e aumento da 

produção de sólidos solúveis (SANTOS et al. 2011). Dessa maneira, o suprimento 

adequado de nutrientes constitui uma prática fundamental para a obtenção de melhores 

resultados na produção. 

O uso de fertilizantes sintéticos com o objetivo de suprir a demanda da cultura 

e incrementar a produtividade da planta (FRAZÃO et al., 2014) tem se tornado uma 

prática dispendiosa, uma vez que os custos para obtenção do produto estão cada vez 

mais elevados, acarretando evasão de recursos financeiros da propriedade rural e 

onerando a rentabilidade da lavoura (PÖTTKER & WIETHÖLTER, 2004; SILVA et 

al., 2005; DIAS & FERNANDES, 2006; SANTOS et al., 2013). Segundo DEBRUIN 
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& BUTZEN (2014), a aquisição de fertilizantes nitrogenados pode ser responsável por 

15 a 20% dos custos variáveis da lavoura, sendo que, de acordo com os dados do 

INDEXMUNDI (2016) a tonelada métrica de ureia custa atualmente cerca de US$ 

209,00. Além disso, há diversos impactos ambientais negativos nos ecossistemas 

gerados pela fabricação destes fertilizantes, devido à alta demanda energética do 

processo de fabricação de fertilizantes nitrogenados e esgotamento de jazidas naturais 

na extração do fósforo (RICHARDSON, 2001; MARENGONI et al., 2013; ROCHA 

et al., 2013; e-CYCLE, 2014). 

Outro problema, é que grande quantidade dos nutrientes adicionados às 

lavouras não são absorvidos pelas plantas, podendo ser lixiviados para corpos d' agua 

acarretando eutrofização dos mesmos e desencadeando danos no contexto econômico, 

ambiental e de saúde pública. Além disso, podem também volatizar para a atmosfera 

na forma de gases de efeito estufa, por meio da nitrificação e desnitrificação realizada 

por microrganismos, ocasionando prejuízos em escala global (ADESEMOYE & 

KLOPPER, 2009).  

4.2. Bactérias promotoras de crescimento em plantas 

 
 Diante do exposto, o modelo de produção atual necessita da implementação de 

novas técnicas, tecnologias e políticas a fim de se fazer uso mais racional dos recursos 

disponíveis. Dentre essas novas tecnologias, como alternativa com grande potencial 

para diminuir a dependência de fertilizantes sintéticos está o uso de bactérias 

promotoras de crescimento e proteção de plantas, as quais possuem a capacidade de 

elevar a produção agrícola ao interagir com os vegetais e já têm apresentado resultados 

eficientes para várias culturas, como abacaxi (BALDOTTO et al., 2010), trigo 

(NOZAKI et al., 2013), arroz (FERREIRA et al., 2013; OSÓRIO FILHO et al., 2015), 

soja (MASCIARELLI et al., 2014), tomate (SZILAGYI-ZECCHIN, 2015), entre 

outras. 

Microrganismos e as plantas participam de um ecossistema complexo, no qual 

diferentes ambientes são explorados por uma extensa variedade de seres vivos, dentre 

eles, as bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCP). As BPCP podem 

colonizar tanto a superfície externa do vegetal (rizoplano ou filoplano), nesse caso 

sendo chamadas de epifíticas, quanto o interior dos tecidos vegetais, denominadas 
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endofíticas (HALLMANN et al., 1997). Muito embora, segundo HALLMANN et al., 

(1997) essa classificação entre bactérias endofíticas, epifíticas e fitopatogênicas foi 

estabelecida para fins didáticos, uma vez que, determinadas populações bacterianas 

podem oscilar entre a colonização endofítica e/ou epifítica, o que dificulta essa 

distinção.  

Estes microrganismos ocorrem naturalmente em todos os tipos de plantas, 

estando na grande maioria das vezes associados às raízes das mesmas. As bactérias 

epifíticas comumente habitam locais protegidos na superfície dos tecidos vegetais, 

utilizando fontes externas para a obtenção de exsudados e nutrientes, sem apresentar 

patogenicidade. Já as bactérias endofíticas são normalmente encontradas nos tecidos 

internos da planta, estabelecendo-se pela colonização dos espaços intercelulares do 

parênquima cortical, podendo também através lúmen do xilema colonizar 

sistematicamente toda a planta, sem causar nenhum sintoma de doença (AGARWAL 

& SHENDE, 1987; PETRINI, 1991). A penetração pode ocorrer passivamente por 

meio das cavidades geradas pela emergência de raízes laterais e pela ruptura de células 

epidérmicas (OLIVARES, 1997; BALDOTTO et al., 2011).  

As BPCP desempenham papel relevante no funcionamento das plantas, 

influenciando de forma direta ou indireta a fisiologia e o desenvolvimento do vegetal. 

Em relação aos mecanismos diretamente relacionados à promoção do crescimento 

pelas BPCP, está a capacidade das mesmas em fixar biologicamente o nitrogênio 

(ZAHRAN, 2001), produzir ou alterar as concentrações de fitohormônios, tais como 

auxinas, citocininas, giberelinas (TIEN et al., 1979; VACHERON et al., 2013) e 

etileno (GLICK et al., 1995), solubilizar fosfato de cálcio, óxidos de zinco e ferro 

(RODRIGUEZ et al., 2006), produzir sideróforos e enzimas, e induzir resistência 

sistêmica na planta hospedeira (VAN LOON, 2007).  

A promoção do crescimento por vias indiretas está associada ao biocontrole, 

envolvendo a síntese de antibióticos, agentes quelantes de Fe na rizosfera e a síntese 

de enzimas extracelulares, capazes hidrolisar a parede celular fúngica (VAN LOON, 

2007). Em contrapartida, a planta libera exsudados pelas suas raízes, caracterizados 

como fontes de carbono que permitem de forma seletiva, a nutrição e o 

desenvolvimento bacteriano (FRANCHE et al., 2009). Como exemplo da utilização 

biotecnológica das BPCP, relacionada ao biocontrole, há a introdução de genes da 
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bactéria do solo Bacillus thuringiensis (Bt) ao material genético do milho, 

transformando o em milho transgênico, o que confere proteção à planta contra insetos, 

já que a bactéria produz uma proteína tóxica às esses herbívoros (FERNANDEZ-

CORNEJO et al., 2014) 

Existem ainda, autores que indicam outros benefícios desses microrganismos 

nos vegetais, incluindo: incremento na taxa de germinação de sementes, efeitos 

favoráveis à emergência de plântulas, crescimento e desenvolvimento de órgãos 

vegetativos, produção de flores e rendimento das culturas em condições de casa de 

vegetação e de campo (LAZARETTI & BETTIOL, 1997; AMORIM & MELO, 2002;  

DEY et al., 2004). 

A capacidade de incrementar a produção agrícola através das BPCP se dá pelo 

resultado da ação concomitante de vários desses mecanismos acima descritos 

(MARTINEZ-VIVEROS et al., 2010).  Tais mecanismos atuam também expandindo 

a absorção de nutrientes e água (DOBBELAERE et al., 2003). Além disso, a 

especificidade da interação entre as BPCP e as plantas varia de acordo com as 

características genéticas das espécies envolvidas.  

Desde 1956, esses organismos vêm sendo estudados no Brasil com a finalidade 

de incrementar produtividade às culturas de interesse agrícola. Sendo que, na década 

de 80 ficou comprovado os efeitos benéficos relacionados à disponibilização de 

nitrogênio que algumas espécies de plantas (como milho, trigo, arroz, cana-de-açúcar) 

podem obter quanto associadas à esses microrganismos (BODDEY & DÖBEREINER, 

1988). A eficiência das BPCP pode ser influencia  por inúmeros fatores, dentre eles a 

quantidade e qualidade dos microrganismos inoculados, o método usado para 

inoculação, a estirpe bacteriana, o genótipo da planta, a fase de desenvolvimento da 

cultura no ato da inoculação, as condições edafo-climáticas do ambiente, interações 

com a microbiota nativa, a fitossanidade das plantas, adição inadequada de nutrientes 

no solo através da fertilização e muitos outros fatores (MELNICK et al., 2008; 

MATSUMURA et al., 2015).  

 Contudo, a capacidade desses microrganismos em fixar nitrogênio atmosférico 

e de solubilizar nutrientes do solo são atributos promissores por possibilitar uma 

redução significativa (aproximadamente 50%) na aplicação de fertilizantes sintéticos, 

sem acarretar em perdas na produtividade (HAYAT et al., 2010; GOOD & BEATTY, 
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2011; MIRANSARE, 2011). Resultados demonstrando a eficiência desses 

microrganismos como substitutos de  produtos agropecuários à base de uréia, já foram 

elucidados para alguns gêneros como: Azotobacter, Clostridium, Azospirillum, 

Herbaspirillum, Burkolderia (BODDEY & DÖBEREINER, 1995; BASHAN & 

BASHAN, 2010)  

Nesse sentido, baseado no mecanismo que apresentam, as BPCP podem ser 

utilizadas de maneira potencial nas formulações de inoculantes e biofertilizantes. De 

acordo com a legislação brasileira vigente (Lei No 6.984 de 1980, regulamentada pelo 

Decreto No 4.954 de 2004), é classificado como inoculante o produto que contenha 

microrganismos com atuação favorável ao crescimento de plantas, entendendo-se 

como: a) suporte: material excipiente e esterilizado, livre de contaminantes segundo 

os limites estabelecidos, que acompanha os microrganismos e tem a função de suportar 

ou nutrir, ou ambas as funções, o crescimento e a sobrevivência destes 

microrganismos, facilitando a sua aplicação; b) pureza do inoculante: ausência de 

qualquer tipo de microrganismos que não sejam os especificados. Em relação aos 

biofertilizantes, esse decreto os considera como o produto que contém princípio ativo 

ou agente orgânico, isento de substâncias agrotóxicas, capaz de atuar, direta ou 

indiretamente, sobre o todo ou parte das plantas cultivadas, elevando a sua 

produtividade, sem ter em conta o seu valor hormonal ou estimulante.   

4.3. Fixação biológica de nitrogênio (FBN)  

 
Dentre os diversos tipos de bactérias existentes, as BPCP têm uma 

característica muito peculiar, que é a capacidade de converter o nitrogênio atmosférico 

em amônia através da enzima nitrogenase, tornando-o disponível para as plantas 

(BODDEY & DÖBEREINER, 1995; MOREIRA et al., 2010; TIKHONOVICH & 

PROVOROV, 2011; ZHAN & SUN, 2012). Esse grupo de bactérias, 

competentemente quebra a forte ligação covalente tripla do dinitrogênio (N2) 

atmosférico, e então, agregam esse nitrogênio a biomoléculas, por essa razão são 

classificadas como diazotróficas. Dessa maneira, as BPCP quando associadas à 

rizosfera dos vegetais podem, possivelmente, contribuir com a nutrição nitrogenada, o 

que tem instigado grande interesse por parte de pesquisadores em biotecnologia 

(CAVALLET, 2006). As bactérias diazotróficas podem apresentar variados hábitos de 



14 
 

 

vida que vão desde a vida livre até associações simbióticas específicas (MOREIRA & 

SIQUEIRA, 2006).	 O nitrogênio é um dos minerais mais importantes para o 

desenvolvimento e produtividade de diversas culturas, inclusive para o milho 

(CANCELLIER, 2011), por participar de rotas metabólicas importantes, da síntese de 

proteínas, ser constituinte de várias biomoléculas, como ATP, NADH, NADPH, 

ácidos nucléicos, aminoácidos, bases nitrogenadas, clorofila, dentre outros (SANGOI 

et al., 2008; TAIZ & ZEIGER, 2013). Reafirmando essa importância BASI et al. 

(2011) demonstraram que o N influencia positivamente a qualidade dos grãos de 

milho, certificando que, ao fornecer quantidades adequadas de N a planta de milho 

produziu uma silagem de maior valor nutricional. FERREIRA et al. (2001) também 

mostraram que a adubação nitrogenada melhorou a qualidade dos grãos, aumentando 

os teores de proteína e nutrientes minerais, e se mostrou eficiente para o incremento 

em produtividade de plantas de milho. 	 	

No entanto, a maior parte do nitrogênio se encontra na atmosfera (93,8%) na 

forma de N2, sendo que, nesta forma química não é absorvido pelas plantas. Para que 

este nutriente esteja acessível aos vegetais é necessária a atuação de microrganismos 

capazes de reduzí-lo em substâncias, como a amônia, que podem ser facilmente 

assimiladas pelos vegetais e outros seres vivos (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). 

Corroborando com essa ideia, MOREIRA et al., (2013) mostraram que as BPCP são 

capazes de incrementar entre 20 e 30% nas concentrações de N em gramíneas, 

englobando o milho. Com base nisso, novas pesquisas nessa área são almejadas, com 

o intuito de elucidar as BPCP mais promissoras para melhor desempenhar esse papel 

na cultura do milho, uma vez que a mesma, demanda grandes quantidades de 

fertilizantes nitrogenados, sendo considerada responsável pelo segundo maior 

consumo (~900 mil toneladas) entre as culturas agrícolas em 2013, ficando atrás 

apenas da cana-de-açúcar (INTL FCSTONE, 2013).		

Nesse sentido, as BPCP desempenham papel extremamente importante para a 

manutenção da vida na terra, uma vez que, com exceção das BPCP diazotróficas a 

única fonte natural capaz de tornar o N disponível aos seres vivos é por meio da 

liberação de descargas elétricas na atmosfera: a alta energia oriunda dos relâmpagos 

consegue romper a ligação do dinitrogênio, facilitando sua reação com outras 

moléculas, e consequentemente transformando o em formas assimiláveis pelos 
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organismos vivos. Porém, a quantidade de N fixada dessa forma, expressa apenas 2,5% 

do nitrogênio fixado naturalmente (BORUCKI & CHAMEIDES, 1984). Logo, a FBN 

constitui o principal meio de entrada de N nos ecossistemas naturais e agrários 

(CLEVELAND et al., 1999).		

Por demandar grande quantidade de energia (são necessárias 16 moléculas de 

ATP para cada molécula de dinitrogênio quebrada) a FBN requer enzimas 

catalizadoras especializadas, como a nitrogenase, que possui sítios específicos capazes 

de viabilizar a troca de alta energia dos elétrons. Além disso, o oxigênio pode danificar 

esses sítios pelo fato de atuar como aceptor de elétrons, inativando a nitrogenase, por 

isso a FBN requer condições anaeróbias. Dessa maneira, devido a essa sensibilidade 

ao oxigênio atmosférico os organismos que fazem a FBN apresentam condições 

naturalmente anaeróbicas ou desenvolvem internamente um ambiente isento de 

oxigênio (TAIZ & ZEIGER, 2013). Ademais, a célula somente fixa nitrogênio 

atmosférico quando não encontra outra fonte de nitrogênio mais acessível para ser 

assimilada em seu ambiente (ZEHR et al., 2000).	

REIS et al., (2000) descreve que nas interações entre gramíneas, como é o caso 

do milho e BPCP não são produzidos nódulos (órgãos especiais da planta onde 

normalmente se desenvolvem as bactérias), nesse caso as BPCP colonizam os tecidos 

ou a superfície da planta hospedeira, especialmente nas imediações da zona de 

alongamento e pêlos radiculares. Além de tornar o N acessível aos seres vivos as BPCP 

garantem reposição do N perdido com a queima da biomassa vegetal cortada ou 

consumida pelos animais nos ecossistemas.  

HUNGRIA (2011) relata aumento da produtividade da cultura do milho devido 

à inoculação com Azospirillum e correlaciona esse efeito positivo à capacidade de FBN 

e aumento de outros nutrientes, como o P e K por parte desse microrganismo. A autora 

afirma ainda que a utilização de inoculantes contendo a BPCP Azospirillum brasilense 

pode suceder em uma economia estimada de US$ 2 bilhões por ano.  

CANELLAS e colaboradores (2012) observaram que a aplicação de 

substâncias húmicas concomitante à de bactérias diazoróficas endofíticas incrementou 

a produção de grãos em 65% em condições de campo, sugerindo que os ácidos 

húmicos podem expandir o efeito benéfico das BPCP. Em adição, BALDOTTO et al., 

(2010) verificaram que a aplicação de ácidos húmicos aumenta a eficiência da 
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inoculação de BPCP, acelerando o desenvolvimento das mudas inoculadas de 

abacaxizeiro, propagadas in vitro e diminuindo o tempo de aclimatização. 

Ademais, HUNGRIA et al., (2010) e NOVAKOWISKI et al., (2011) 

observaram que a inoculação de milho com Azospirillum brasilense pode estimular o 

desenvolvimento do sistema radicular, mediante a liberação de hormônios de 

crescimento, como auxinas, por parte desse microrganismo, colaborando com melhor 

eficiência do uso do N do solo.  

Em contrapartida, REPKE et al., (2013) e VOGT et al., (2014), avaliando o 

efeito de inoculantes contendo Azospirillum spp. na cultura do milho em condições de 

campo, não encontraram resultados que mostrasse benefícios efetivos da utilização das 

BPCP sobre a produtividade e desenvolvimento das plantas. No trabalho de SANGOI 

et al., (2015) o tratamento de sementes com Azospirillum sp. também não apresentou 

melhora no desempenho agronômico do milho.  

Desse modo, visando melhor compreensão da atuação desses microrganismos 

na produtividade das plantas e maior consenso entre os resultados das pesquisas, 

estudos relacionados ao uso de BPCP, de forma a aumentar a eficiência de utilização 

dos fertilizantes, bem como maior aporte de nitrogênio via fixação biológica se mostra 

uma estratégia economicamente viável, além dos benefícios ambientais associados à 

redução no uso de fertilizantes sintéticos. 
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5. TRABALHOS  

 
5.1. Crescimento do milho em resposta à inoculação com bactérias promotoras 
de crescimento de plantas em viveiro.  

 

5.1.1. Resumo 

 
CORDEIRO, Jaíza Ellen Borges, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, março de 
2017. Crescimento inicial do milho em resposta à inoculação com bactérias 
promotoras de crescimento de plantas. Orientadora: Lílian Estrela Borges Baldotto. 
Coorientadores: Marihus Altoé Baldotto e Marcos Paiva del Giudice. 
 
A fertilização nitrogenada representa grande parte dos custos econômicos e ambientais 

para a produção de grãos em geral, inclusive do milho. Entretanto, o aumento da 

população mundial aliado à demanda crescente por este grão evidencia a necessidade 

de se buscar sistemas de manejo mais sustentáveis a fim de diminuir a aplicação de 

fertilizantes sem perdas no rendimento das culturas. O objetivo deste trabalho foi 

avaliar o crescimento do milho em resposta à inoculação com bactérias diazotróficas, 

isoladas de folhas e raízes de orquídea, em condições de viveiro. O experimento 

consistiu em 25 tratamentos, sendo 24 bactérias isoladas de plantas de orquídea e um 

tratamento controle, as quais foram inoculadas em sementes de milho. A inoculação 

foi realizada pelo recobrimento das sementes de milho por duas horas com o meio 

bacteriano. O líquido restante foi aplicado uniformemente nos sulcos logo após a 

deposição das sementes em cada repetição. O experimento foi instalado em 

delineamento inteiramente casualizado, com seis repetições e tendo como unidade 

experimental um vaso contendo duas plantas de milho. Aos 30 dias após plantio, as 

plantas foram coletadas para a mensuração das seguintes variáveis: altura da planta 

(ALT); diâmetro do colmo (DC); número de folhas (NF); matéria fresca da raiz 

(MFR); matéria fresca da parte aérea (MFPA); matéria fresca total (MFT); matéria 

seca da raiz (MSR); matéria seca da parte aérea (MSPA) e matéria seca total (MST). 

A estirpe UFV-2212, isolada de folhas de Dendrobium nobile, apresentou as maiores 

médias para as variáveis de crescimento analisadas, em especial à matéria seca da raiz 

(MSR) e matéria seca total (MST) de 1,28g e 1,58g respectivamente, o que 

corresponde a um aumento de 75% e 58% em relação ao tratamento controle. Foi 

possível concluir, portanto, que bactérias diazotróficas que habitam folhas de 
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Dendrobium nobile têm potencial para promoção do crescimento e desenvolvimento 

inicial de milho, podendo ser utilizada como alternativa para estimular o 

desenvolvimento vegetal e enriquecimento de inoculantes e ou biofertilizantes. 

 

Palavras chave: Diazotróficas, inoculação, desenvolvimento vegetal, biofertilizantes. 
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5.1.2. Abstract 

 
CORDEIRO, Jaíza Ellen Borges, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, March, 
2017. Corn seedling growth in response to plant growth-promoting bacteria 
inoculation in nursery. Adviser: Lílian Estrela Borges Baldotto. Co-Advisers: 
Marihus Altoé Baldotto and Marcos Paiva del Giudice. 

Nitrogen fertilization represents an important part of the economic and environmental 

costs for grains production, including corn. However, the increase in the world 

population combined with growing demand for this grain shows the importance for 

sustainable management systems to reduce the amount of fertilizers used without 

reducing crop yield. The objective of this work was to evaluate corn growth in 

response to inoculation with diazotrophic bacteria isolated from orchid leaves and 

roots under nursery conditions. The experiment consisted of 25 treatments, 24 bacteria 

isolated from orchid plants plus a control, which were inoculated in corn seeds. The 

inoculation was performed by coating the corn seeds for two hours with the bacterial 

liquid. The remaining liquid was evenly applied to the grooves shortly after seed 

sowing on each replicate. Thirty days after sowing the plants were used to measure the 

following variables: plant height (ALT); stem diameter (DC); leaves number (NF); 

fresh root matter (MFR); aerial part fresh matter (MFPA); total fresh matter (MFT); 

root dry matter (MSR); aerial part dry matter (MSPA) and total dry matter (MST). Out 

the strains evaluated, the ones that provided the greatest increases in the variables MSR 

and MST were UFV 2212. The experiment was installed in a completely randomized 

design, with six replicates and having as experimental unit a pot containing two corn 

plants. The data corresponding to the effect of the inoculation in experiment were 

submitted to analysis of variance, and the means of the treatments were compared by 

Tukey test, at 5% probability. Inoculation with straim UFV-2212 resulted in a root dry 

matter and total dry matter of 1,28g and 1,58g respectively which corresponds to an 

increase of 75% and 58% respectively in relation to the control. It is possible to 

conclude, therefore, that diazotrophic bacteria that naturally inhabit Dendrobium 

nobile leaves and Epidendrum secundum roots have the potential to be used as an 

alternative to stimulate plant development and enrichment of inoculants and / or 

biofertilizers.  

Keywords : Diazotrophic, inoculation, plant development, biofertilizers.
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5.1.3. Introdução 

Aliado ao aumento da população mundial há uma demanda por incrementos na 

produção das principais culturas de importância agrícola e por resultados econômicos 

significativos nos sistemas de produção de grãos, principalmente do milho, visando 

redução de custos, aumento de produtividade e utilização de práticas de manejo mais 

sustentáveis.  

  A cultura do milho apresenta alto valor energético, o que demonstra 

seu potencial para atender e suprir parte da necessidade mundial de alimentos, tanto 

humana como animal e como matéria prima para indústria, entre outros (GARCIA et 

al., 2006) 

Frente ao exposto, concomitantemente ao aumento da produtividade do milho 

aumentou-se também a exigência por adubação, sendo essa indispensável, 

principalmente a nitrogenada. A adubação nitrogenada  proporciona estímulo  no 

desenvolvimento da planta como um todo, uma vez que o nitrogênio (N) desempenha 

atividade direta em componentes essenciais da célula vegetal, como na constituição de 

proteínas, enzimas, coenzimas, ácidos nucleicos, fitocromos, pigmentos 

fotossintéticos e está associado com os mais importantes processos fisiológicos das 

plantas, tais como fotossíntese, respiração, desenvolvimento e atividade das raízes, 

absorção iônica de outros nutrientes, crescimento, diferenciação celular e genética 

(RAO et al., 1992; BÜLL, 1993; TAIZ & ZEIGER, 2013). Consequentemente, o 

crescimento da planta é beneficiado aumentando a área fotossinteticamente ativa da 

mesma e síntese de fotoassimilados, que são translocados para os grãos (BÜLL, 1993) 

proporcionando incremento na produtividade. 

No entanto, a utilização do N como fertilizante sintético nas lavouras, é uma 

prática verdadeiramente dispendiosa devido ao fato do processo industrial de fixação 

de N2, apresentar elevado custo econômico (representa cerca de 70% do custo de 

adubação do milho (MACHADO et al., 1998). Além disso, os danos ambientais devido 

à degradação de recursos naturais e funções ecológicas do solo reafirmam a 

necessidade de formas alternativas para suprir a necessidade da planta por nitrogênio 

(SHAZAD et al., 2013).  

 Diante deste cenário, buscam-se novas tecnologias para aumentar a 

produtividade e reduzir os custos de produção, tais como o uso de inoculantes 
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microbianos à base de bactérias fixadoras de N, denominadas diazotróficas. A 

promoção do crescimento e proteção de plantas pela inoculação de bactérias é 

proporcionada pela capacidade das mesmas em fixar biologicamente o nitrogênio 

atmosférico, solubilizar fosfato de cálcio, óxidos de zinco, sintetizar fitohormônios e 

sideróforos, realizar controle biológico (ação antagônica a determinados fungos e 

bactérias patogênicas) e induzir resistência sistêmica na planta hospedeira 

(HALLMANN et al., 1997, BABALOLA, 2010; HAYAT et al., 2010). 

 Dessa maneira, o objetivo deste experimento foi avaliar em viveiro o 

crescimento inicial de plantas de milho inoculadas com bactérias diazotróficas e 

selecionar com base nos resultados obtidos, os isolados bacterianos diazotróficos 

promotores de crescimento e desenvolvimento de plantas de milho para posterior 

avaliação a campo. 

 
5.1.4. Metodologia 

 
O presente trabalho foi desenvolvido na Universidade Federal de Viçosa - 

Campus Florestal (UFV-CAF), situada no município de Florestal - região 

metropolitana de Belo Horizonte, estado de Minas Gerais. O clima é classificado como 

tropical de altitude, com precipitação média anual de 1500 mm, sendo as estações do 

ano bem definidas entre verão (chuvoso) e inverno (seco). A temperatura varia entre 

15º a 30º (CLIMA TEMPO, 2015). A área do município se estende a 194,9 Km2 sendo 

o domínio vegetacional de transição entre Mata Atlântica e Cerrado, nas coordenadas 

de 19º53'20.23''S e 44º25'56.38''W, com altitude em torno de 800 m acima do nível do 

mar (IBGE, 2015). Conforme médias anuais climatológicas calculadas a partir de uma 

série de 30 anos de dados observados para Florestal, a precipitação média anual 

equivale a 1426,8 mm, a temperatura mínima média a 13,1ºC e a temperatura máxima 

média a 28ºC (INMET, 2015).   

5.1.4.1. Área de Estudo 

 
O experimento foi conduzido no viveiro (Figura 2) do Setor de Floricultura da 

UFV-CAF, que consistiu em um telado coberto com sombrite com 50% de 

sombreamento. 
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Figura 2. Viveiro do Setor de Floricultura da UFV-CAF, onde foi conduzido o 
experimento. Foto: Jaíza Cordeiro (10/10/2016) 

 
 

5.1.4.2. Delineamento experimental 

  
O ensaio de seleção bacteriana consistiu de 25 tratamentos (Tabela 1), sendo 

24 isolados bacterianos, 12 oriundos de folha e raiz de Dendrobium nobile (SILVEIRA 

et al., 2014) e 12 oriundos de folha e raíz de Epidendrum secundum (SIMÕES et al., 

2014), pré-selecionados em viveiro e um controle (sem inoculação), conduzido em 

delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 6 repetições. A unidade 

experimental foi um vaso contendo 2 plantas de milho, totalizando 150 unidades 

experimentais. 
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Tabela 1. Descrição dos tratamentos do experimento. 

Tratamento Estirpe¹ Planta hospedeira Tecido 
vegetal 

Meio de 
cultura 

Diluição 

1 UFV2152 Dendrobium nobile Raíz LGI 2 

2 UFV2252 Dendrobium nobile Folha LGI 2 

3 UFV2164 Dendrobium nobile Raíz LGI-P 4 

4 UFV2264 Dendrobium nobile Folha LGI-P 4 

5 UFV2132 Dendrobium nobile Raíz NFb 2 

6 UFV2232 Dendrobium nobile Folha NFb 2 

7 UFV2223 Dendrobium nobile Folha JMVL 3 

8 UFV2143 Dendrobium nobile Raíz JNFb 3 

9 UFV2113 Dendrobium nobile Raíz JMV 3 

10 UFV2242 Dendrobium nobile Folha JNFb 2 

11 UFV2125 Dendrobium nobile Raíz JMVL 5 

12 UFV2212 Dendrobium nobile Folha JMV 2 

13 UFV3113 Epidendrum secundum Raíz JMV 3 

14 UFV3212 Epidendrum secundum Folha JMV 2 

15 UFV3123 Epidendrum secundum Raíz JMVL 3 

16 UFV3222 Epidendrum secundum Folha JMVL 2 

17 UFV3132 Epidendrum secundum Raíz NFb 2 

18 UFV3232 Epidendrum secundum Folha NFb 2 

19 UFV3143 Epidendrum secundum Raíz JNFb 3 

20 UFV3242 Epidendrum secundum Folha JNFb 2 

21 UFV3153 Epidendrum secundum Raíz LGI 3 

22 UFV3252 Epidendrum secundum Folha LGI 2 

23 UFV3163 Epidendrum secundum Raíz LGI-P 3 

24 UFV3262 Epidendrum secundum Folha LGI-P 2 

25 CONTROLE - - - - 

Tabela 1: ¹Estirpe: especificação dos tratamentos em que cada estirpe foi nomeada seguindo o 
seguinte código: UFV ABCD: A – Nome científico da planta hospedeira. Exemplo: 1 – Cymbidium 
sp., 2 - Dendrobium nobile, 3 - Epidendrum secundum; B – Tecido vegetal usado no isolamento. 
Exemplo: 1 – Raíz, 2 – Folha; C – Meio de cultura usado no isolamento. Exemplo: 1 – JMV, 2 – 
JMVL, 3 – NFb, 4 –JNFb, 5 – LGI, 6 – LGI-P; D – Diluição; (SILVEIRA et al., 2014; SIMÕES et 
al., 2014). 
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5.1.4.3. Material vegetal 

 
O genótipo avaliado foi o milho híbrido AG 1051 Agroceres, que devido a 

grande quantidade de massa verde produzida e alta digestibilidade, é apropriado para 

alimentação de ruminantes, para produção de grãos, como também possui bons 

resultados na produção de milho verde, pamonha e silagem. Por apresentar um sistema 

radicular bastante desenvolvido, pode ser plantado em várias épocas. Possui ciclo 

semiprecoce, florescimento em torno de 60-80 dias, dependendo das condições do 

ambiente; atinge a maturação fisiológica entre 133 a 139 dias e obtém ponto de colheita 

quando a umidade de grãos estiver em torno de 25%. As plantas apresentam porte alto, 

com altura média de 2,53 metros, boa qualidade do colmo e empalhamento excelente. 

O ponto de período de corte para ensilagem ocorre por volta de 110 – 120 dias, a faixa 

de padrão desejável de matéria seca (t.ha-1) é de 16-18 >15, nutrientes digestíveis totais 

N.D.T de 70,3>65 da proteína bruta P.B, com 7,6 >7 digestibilidade excelente de 

análise em método NIRS. As recomendações de plantio são de 45–50 mil.ha-1 de 

plantas em função da época e altitude, em seu alto desempenho, pode produzir de 335 

a 550 sacos de 25 kg de milho (AGROCERES, 2012).  

5.1.4.4. Preparo do solo utilizado 

 
O solo utilizado foi coletado próximo ao Secador da UFV-CAF, coordenadas 

geográficas 19º87'53.91''S e 44º42'26.55''W, o qual é classificado como horizonte 

subsuperficial de Latossolo Amarelo distrófico (EMBRAPA, 2013), cuja análise 

química apresentou: pH 4.1; (P 6.8, K 78) mg/dm³; (Ca 0.6, Mg 0.3, Al 1.4, H+Al 

7.59, SB 1.10, CTC(t) 2.50, CTC(T) 8,69) cmolc /dm³; V 13, m 56 %. Não foi realizada 

correção do solo. 

5.1.4.5. Cultivo das colônias dos isolados bacterianos  

 
As 24 bactérias foram cultivadas em 5 mL de meio líquido DYGS por 24 h, a 

30oC e 120 rpm. Em seguida, foram colocados 100 µL em frascos de penicilina (Figura 

3A) contento meio específico isento de nitrogênio (tabela 1), semi-sólido para cada 

um dos isolados (DÖBEREINER et al., 1995). Os frascos foram mantidos em estufa 

bacteriológica a 30oC por 7 dias até a formação de uma película esbranquiçada, o que 
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confirma a capacidade de FBN dos microrganismos. Posteriormente, as bactérias 

foram cultivadas em meio líquido DYGS por 24 h, a 30oC e 120 rpm. Feito isso, 100 

µL da solução contendo as bactérias foram colocados em placas de Petri (Figura 3B) 

contendo meio específico, sólido. As placas foram mantidas em estufa bacteriológica 

a 30oC por 7 dias e das colônias que ali cresceram uma foi selecionada para a obtenção 

do pré-inóculo. 

 

 

Figura 3.  Película esbranquiçada formada confirmando a FBN (A). Transferência das 
bactérias para placas de Petri (B). A seta indica a película formada. 
 

 

5.1.4.6. Obtenção do pré-inóculo e inóculo 

 
Para obtenção do pré-inóculo, as bactérias foram crescidas em 15 mL de meio 

líquido DYGS por 24 h, a 30o C e 120 rpm (Figura 4). Em seguida, o pré-inóculo foi 

vertido em frascos de erlenmeyer contendo 200 mL de meio DYGS, totalizando 215 

mL, suficiente para cobrir as 30 sementes de milho utilizadas em cada um dos 25 

tratamentos.  Os frascos permaneceram por 24 h sob agitação de 120 rpm, a 30oC, para 

obtenção do inóculo. 

A B 
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Figura 4. Bactérias em meio líquido DYGS por 24 h, a 30o C e 120 rpm. 

5.1.4.7. Inoculação e implantação do experimento  

 
O experimento foi implantado em 20/09/2015 em viveiro, no Setor de 

Floricultura da UFV-CAF. A inoculação foi realizada em frasco do tipo béquer pela 

imersão das sementes de milho híbrido AG 1051. Cada tratamento ficou imerso no 

meio bacteriano por 2 horas (Figura 5A), com posterior aplicação homogênea do 

mesmo meio bacteriano no substrato. O controle foi imerso em meio líquido DYGS 

autoclavado. O inóculo apresentou uma população estabelecida de 109 células /mL  de 

inoculante para os tratamentos com inoculação. Posteriormente, foram semeadas 5 

sementes do híbrido AG 1051 em cada vaso plástico de 0.7dm3 de capacidade (Figura 

5B e 5C). Nenhum dos 25 tratamentos (24 inoculados e 1 controle) recebeu adubação. 

O desbaste foi realizado 15 dias após a emergência das plântulas, mantendo-se duas 

plantas por vaso.  
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Figura 5. Procedimento de inoculação das sementes de milho (A). Disposição dos 
tratamentos no viveiro (B,C). 

 
 
5.1.4.8. Coleta dos dados e análise das variáveis 

 
Aos 30 dias após plantio, as plantas foram coletadas (Figura 6) para a 

mensuração das seguintes variáveis: altura da planta (ALT) - as mensurações das 

plantas foram feitas na retirada do experimento, utilizando réguas de 30 cm da base da 

planta até a última folha expandida, para obtenção das alturas.; diâmetro do colmo 

(DC) - para análise dessa variável foi utilizado um paquímetro analógico e a 

mensuração foi efetuada na base do colmo; número de folhas (NF); matéria fresca da 

raiz (MFR); matéria fresca da parte aérea (MFPA); matéria fresca total (MFT); matéria 

seca da raiz (MSR); matéria seca da parte aérea (MSPA); matéria seca total (MST). 

Após a coleta das plantas, a massa fresca foi avaliada por pesagem em balança de 

precisão e, em seguida, levadas à estufa de circulação, forçada a 65º C, por 72 horas. 

Sendo pesadas novamente para obtenção de valores de massa seca. 

A 

B C 
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Figura 6. Coleta do experimento e análises das variáveis. 

5.1.4.9. Análises Estatísticas 

 
Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) por meio do 

programa R e as médias foram comparadas pelo teste de TUKEY a 5 % de 

probabilidade (TukeyP< 0,05). 

5.1.5. Resultados e Discussão 

 
 Foi verificado efeito positivo quanto à inoculação de bactérias 

diazotróficas isoladas de orquídea em sementes de milho (Zea mays) para as variáveis 

MSR e MST (Tabela 2). A estirpe bacteriana UFV-2212, isolada de folha de 

Dendrobium nobile (SILVEIRA, 2014) proporcionou o maior acúmulo de MSR e 

MST, com incrementos de 75% e 58% respectivamente, em relação ao tratamento 

controle. Embora não significativo estatisticamente, o isolado UFV-3143, oriundo de 

raiz de Epidendrum secundum (SIMÕES, 2014) propiciou aumentos de 37% e 34% 

nas variáveis acima mencionadas. Dados semelhantes foram encontrados por PERIN 

et al., (2003), ao verificar incrementos entre 2 a 28% na MFT em plantas de milho 

inoculadas com Herbaspirillum seropedicae e Azospirillum brasilense. Corroborando 

ainda com esse resultado LOZADA (2015) inoculando bactérias isoladas de lodo de 

esgoto de abatedouro de aves em sementes de milho observou que isolado  bacteriano 

UFVL-164 incrementou 91 % na MST das plantas de milho comparativamente com o 

controle. O desenvolvimento da MSR, remete à eficiência das plantas em absorver 
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nutrientes e água do solo. Por conseguinte, isso será refletido, em uma maior biomassa 

área, melhor sanidade vegetal e  progresso da produção na maioria dos casos. 

Não foi observada diferença significativa para a variável MFPA, como 

encontrada para a MFR, MSR, quando realizada a inoculação com a estirpe UFV-2212 

(Tabela 2). Isso indica que as plantas diferiram especialmente no incremento de raízes, 

certificando a hipótese da influência das BPCP no estímulo do desenvolvimento do 

sistema radicular nos estádios iniciais de crescimento das plantas promovendo 

consequentemente melhor absorção e utilização do N disponível e nutrientes em geral 

(SALA et al., 2007). O estímulo da promoção de raiz ou parte aérea na planta é 

determinado pelo balanço entre auxinas e citocininas. Quando há maior concentração 

de auxinas acarreta em indução do crescimento do sistema radicular, à proporção que, 

uma maior concentração de citocininas favorece o crescimento da parte aérea 

(SPAEPEN et al., 2009). As BPCP desempenham papel relevante no funcionamento 

das plantas, influenciando a fisiologia e o desenvolvimento do vegetal. A resposta 

positiva das plantas à inoculação com bactérias diazotróficas pode ser atribuída a 

diversos fatores, tais quais a capacidade das mesmas em fixar biologicamente o 

nitrogênio (ZAHRAN, 2001), produzir ou alterar as concentrações de fitohormônios, 

tais como auxinas, citocininas, giberelinas (TIEN et al., 1979; MOREIRA et al., 2010; 

VACHERON et al., 2013) e etileno (GLICK et al., 1995), solubilizar fosfato de cálcio, 

óxidos de zinco e ferro (RODRÍGUEZ et al., 2006), produzir sideróforos e enzimas, e 

induzir resistência sistêmica na planta hospedeira (VAN LOON, 2007). É conveniente 

ressaltar que o fomento de biossíntese de auxinas nas raízes das plantas é de intensa 

relevância, uma vez que este fitormônio estimula a divisão e o crescimento celular, 

ocasionando portanto aumento da área superficial de raízes, e consequentemente, a 

capacidade de absorção de água e nutrientes. Além disso, plantas inoculadas com 

BPCP têm maior tolerância ao déficit hídrico devido à eficiência do sistema radicular, 

já que esses microrganismos têm a capacidade de estimular a densidade e o 

comprimento de pêlos radiculares, bem como o surgimento de raízes laterais 

resultando em aumento na superfície de contato radicular OKON & LABANDERA 

GONZALEZ (1994). 

Não foi constatado efeito significativo da inoculação sobre as variáveis ALT, 

DC e NF (Tabela 2). Resultados semelhantes para a altura da planta foi verificado por 
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LANA et al., (2012), avaliando as respostas da cultura do milho à inoculação com 

Azospirillum associada à adubação nitrogenada. DARTORA et al., 2013 também 

certificou que a altura de planta do milho não foi influenciada pela inoculação com A. 

brasilense e Herbaspirillum seropedicae, porém contrariamente ao resultado aqui 

mostrado a autora percebeu efeito positivo da inoculação sobre o diâmetro basal do 

colmo nas fases vegetativa e reprodutiva.    

Foi possível perceber incrementos consideráveis na MST das plantas 

inoculadas com as estirpes UFV2212 (58 %) (Tabela 2). A análise da MST é muito 

relevante, uma vez que nos mostra especificamente a quantidade de massa acumulada 

pela cultura no decorrer do ciclo. Dessa maneira, a MST se mostra uma variável 

bastante expressiva por possibilitar inferir sobre a produtividade da cultura. Tendo em 

vista que neste experimento não houve a incorporação de nitrogênio, então, é cabível 

concluir que todo incremento obtido é responsável somente pela ação dos isolados 

UFV2212 e UFV3143 como fixadores de nitrogênio.  

Talvez, a falta de atuação positiva no desenvolvimento das sementes de milho 

variedade AG1051, pelas demais bactérias inoculadas no mesmo possa estar 

relacionadas à vulnerabilidade desses microrganismos ao ambiente, devido a 

condições adversas como temperatura, umidade, competição com micro-organismos 

do solo, etc (GYANESHWAR et al., 2002; MOREIRA et al., 2010), bem como o 

genótipo da planta hospedeira (REIS et al., 2000; INIGUEZ et al., 2004) ou ainda com 

as características do solo, que podem estar associadas à ausência de resposta à 

inoculação (DOBBELAERE et al., 2002). 
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Tabela 2 – Médias estimadas das variáveis de crescimento inicial do milho 

inoculado com BPCP em viveiro. 

 
Tabela 2: Características de crescimento de Zea mays em resposta à inoculação de bactérias 
diazotróficas: ALT, altura da planta; DC, diâmetro do colmo; NF, número de folhas; MFR, matéria 
fresca da raiz; MFPA, matéria fresca da parte aérea; MSR, matéria seca da raiz; MSPA, matéria seca da 
parte aérea; QMR, quadrado médio do resíduo; CV coeficiente de variação. 

Tratamentos ALT DC NF MFR MFPA MFT MSR MSPA MST 

 - cm - - mm - - unid - -------------------------------- g -------------------------------- 

CONTROLE 30.85a 2.16a 4.41a 4.24ab 1.77a 6.01ab 0.73b 0.26ab 1.00bc 

UFV2152 29.99a 2.33a 4.25a 4.72ab 1.62a 6.35ab 0.81b 0.25ab 1.07bc 

UFV2252 33.71a 2.66a 4.41a 4.57ab 2.12a 6.69ab 0.71b   0.34a 1.05bc 

UFV2164 32.04a 2.62a 4.66a 4.65ab 1.85a 6.51ab   0.91ab 0.30ab   1.21abc 

UFV2264 31.34a 2.33a 4.4a 4.89ab 1.84a 6.74ab 0.81b 0.26ab 1.07bc 

UFV2132 31.10a 2.29a 4.25a 4.76ab 1.80a 6.56ab 0.81b 0.26ab 1.07bc 

UFV2232 30.35a 2.16a 4.25a 5.01ab 1.75a 6.76ab 0.85b 0.25ab 1.10bc 

UFV2223 33.09a 2.50a 4.25a 5.77ab 1.86a 7.64ab   0.86ab 0.28ab   1.14abc 

UFV2143 32.91a 2.45a 4.25a 5.57ab 1.86a 7.44ab   0.92ab 0.29ab   1.21abc 

UFV2113 33.04a 2.50a 4.5a 4.95ab 1.89a 6.84ab   0.87ab 0.29ab   1.17abc 

UFV2242 29.50a 2.29a 4.33a 4.20ab 1.61a 5.81ab  0.83b 0.25ab 1.09bc 

UFV2125 31.81a 2.45a 4.33a 4.55ab 1.90a 6.46ab  0.84b 0.29ab   1.13abc 

UFV2212 29.80a 2.54a 4.66a   6.07a 1.86a   7.94a 1.28a 0.29ab   1.58a 

UFV3113 32.46a 2.12a 4.16a   3.61b 1.44a 5.05b 0.64b   0.23b   0.87c 

UFV3212 33.39a 2.37a 4.16a 4.52ab 2.01a 6.53ab 0.74b 0.27ab 1.02bc 

UFV3123 28.85a 2.37a 4.33a 4.64ab 1.75a 6.40ab 0.76b 0.25ab 1.01bc 

UFV3222 35.06a 2.25a 4.16a 4.68ab 1.77a 6.46ab 0.78b 0.26ab 1.00bc 

UFV3132 30.27a 2.54a 4.16a 4.38ab 1.56a 5.94ab  0.79 b 0.24ab 1.04bc 

UFV3232 29.01a 2.54a 4.33a 4.49ab 1.77a 6.26ab 0.68b 0.24ab 0.93bc 

UFV3143 33.30a 2.62a 4.50a 5.79ab 2.08a   7.88a   1.00ab 0.33ab 1.34ab 

UFV3242 29.10a 2.54a 4.41a 5.26ab 1.68a 6.94ab  0.90ab 0.24ab   1.15abc 

UFV3153 31.87a 2.54a 4.25a 5.63ab 1.95a 7.59ab    0.85b 0.28ab   1.13abc 

UFV3252 31.50a 2.37a 4.25a 5.25ab 1.74a 6.99ab   0.92ab 0.26ab   1.14abc 

UFV3163 34.62a 2.41a 4.5a 3.82ab 1.82a 5.65ab 0.66b 0.28ab 0.94bc 

UFV3262 29.39a 2.54a 4.33a 4.68ab 1.69a 6.38ab   0.96ab 0.26ab   1.22abc 

QMR 15,94 0,1 0,14 1,15 0,12 1,63 0,03 0,00 0,04 

CV (%) 12,66 13,09 8,74 22,23 19,68 19,29 23,52 17,86 19,3 
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5.1.6. Conclusões 

 
 A estirpe UFV-2212, isolada de folhas de Dendrobium nobile, 

apresentou as maiores médias para as variáveis de crescimento analisadas, em especial 

à matéria seca da raiz (MSR) e matéria seca total (MST) de 1,28g e 1,58g 

respectivamente, o que corresponde a um aumento de 75% e 58% em relação ao 

tratamento controle. 

 Conclui-se, portanto, que bactérias diazotróficas que habitam folhas de 

Dendrobium nobile têm potencial para promoção do crescimento e desenvolvimento 

inicial de plantas de milho, podendo ser utilizada como alternativa para estimular o 

desenvolvimento vegetal e enriquecimento de inoculantes e ou biofertilizantes. 
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5.2. Desempenho agronômico do milho para produção de silagem e grãos em 
resposta à inoculação com bactérias diazotróficas em campo.  
 
5.2.1.Resumo 

 
CORDEIRO, Jaíza Ellen Borges, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, março de 
2017.  Desempenho agronômico do milho para produção de silagem e grãos em 
resposta à inoculação com bactérias diazotróficas em campo. Orientadora: Lílian 
Estrela Borges Baldotto. Coorientadores: Marihus Altoé Baldotto e Marcos Paiva del 
Giudice. 

  
Existe elevado interesse pelo desenvolvimento de biotecnologias eficazes na redução 

do consumo de fertilizantes nitrogenados, na utilização de práticas de manejo agrícola 

mais sustentáveis e na expansão da produtividade. Há, portanto, grande interesse pela 

inoculação com bactérias diazotróficas, que possuem a capacidade de fixação de N 

atmosférico, deixando-o disponível às plantas, como alternativa que apresenta grande 

potencial para suprir a dependência desse insumo. Dessa maneira, objetivou-se com o 

presente trabalho avaliar em condições de campo a produtividade do milho destinado 

à produção de silagem e grãos em função da inoculação com BPCP isoladas de 

orquídea e lodo de esgoto de abatedouro de aves. O experimento consistiu na aplicação 

de nove bactérias diazotróficas, eficientes em promover o crescimento do milho em 

condições de viveiro, em campo. Houve correção do solo utilizado conforme a 

recomendação, com base nos resultados da análise do solo e, a inoculação se deu pelo 

recobrimento das sementes de milho por duas horas com o meio bacteriano. O líquido 

restante foi aplicado uniformemente nos sulcos logo após a deposição das sementes 

em cada repetição. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos 

casualizados, com dez tratamentos e cinco repetições. Os dados correspondentes ao 

efeito da inoculação foram submetidos à análise de variância, e as médias dos 

tratamentos foram comparadas pelo Teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Os 

resultados permitiram concluir que a inoculação com BPCP no milho destinado à 

produção de silagem não influenciou as variáveis analisadas. No entanto, embora não 

tenha sido detectada diferença estatística para a variável teor de proteína bruta, o 

tratamento inoculado com a bactéria UFVL-162 exibiu incremento de 8,7 % em 

relação à testemunha. Quanto às análises do milho atribuído à produção de grãos não 

foram encontradas respostas agronômicas favoráveis sobre as mesmas. Conclui-se, 
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portanto, que a inoculação com BPCP, nas condições edafoclimáticas em que o 

trabalho foi realizado, não proporcionou resultados positivos à cultura do milho, nem 

incrementos na produtividade dos grãos. 

      
Palavras chave: Zea mays L., bactérias diazotróficas, fixação biológica de nitrogênio.  
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5.2.2. Abstract 

CORDEIRO, Jaíza Ellen Borges, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, March, 
2017.  Agronomic performance of corn silage and grain yield in response to 
diazotrophic bacteria ioculation. Adviser: Lílian Estrela Borges Baldotto. Co-
Advisers: Marihus Altoé Baldotto and Marcos Paiva del Giudice.    

There is a strong interest in the development of effective biotechnologies in reducing 

nitrogen fertilizer consumption, using more sustainable agricultural management 

practices and increasing productivity. Thus, there is a great interest in inoculation with 

diazotrophic bacterias, which have the capacity for fixing atmospheric N in the soil, 

leaving it available to plants, as an alternative that has a potential to supply the 

dependence of this input. The objective of this work was to evaluate corn yield, in field 

conditions, for silage and grains after inoculation with BPCP, isolated from orchid and 

poultry slaughterhouse sewage sludge. The experiment consisted in the field 

application, of nine diazotrophic bacterias, efficient in promoting corn growth under 

nursery conditions. The inoculation was done by coating the corn seeds for two hours 

with the bacterial liquid. The remaining liquid was evenly applied to the grooves 

shortly after seed sowing on each replicate. The experimental was a randomized block 

design, with ten treatments and five replications. The data corresponding to the effect 

of the inoculation in experiment were submitted to analysis of variance, and the means 

of the treatments were compared by Tukey test, at 5% probability. The results shows 

no agronomic responses in corn for inoculation with BPCP in grain and silage 

production.  

 

Keywords: Zea mays L., diazotrophic bacteria, biological nitrogen fixation.  
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5.2.3. Introdução  

 
O milho (Zea mays L.) é o cereal mais cultivado em todo o mundo, e o de maior 

importância no mercado econômico brasileiro devido às suas diversas formas de 

utilização, na alimentação humana na forma de farinhas, óleos e flocos; na animal por 

meio da produção de rações e até na indústria de alta tecnologia, com a produção de 

biocombustível. Além disso, é a cultura padrão para ensilagem, pela tradição no 

cultivo, pela elevada produtividade, pela estabilidade de produção, pelo bom valor 

nutricional e concentração de energia (NEUMANN, 2006; FORNASIERI FILHO, 

2007; CRUZ et al., 2011; CONAB, 2013; JUN-HONG & BO, 2016; USDA, 2016).  

No entanto, apesar da relevância da cultura e do mercado em expansão devido 

ao aumento populacional, sua produtividade ainda é considerada baixa, uma vez que 

há documentado na literatura que o potencial produtivo da cultura é de 19.113 kg.ha-1 

(ASSIS et al., 2006) e a produtividade média brasileira está em torno 5.390 kg.ha-1, na 

safra de 2015/2016, valor consideravelmente baixo tendo em vista os dados da 

capacidade produtiva do milho (CONAB, 2016). 

Alguns fatores como a fertilidade do solo e o nível tecnológico implementado 

no uso de insumos influenciam diretamente a produção, sendo necessária a adição de 

doses massivas de fertilizantes nitrogenados para garantir a produtividade da cultura 

(MAJEROWICZ et al., 2002; DARTORA et al., 2013; FRAZÃO et al., 2014; MUNIZ, 

2014). A utilização de adubos nitrogenados tem se tornado uma prática dispendiosa, 

pois os custos para obtenção dos mesmos estão cada vez mais elevados, onerando a 

rentabilidade da lavoura (PÖTTKER & WIETHÖLTER, 2004; SILVA et al., 2005; 

DIAS & FERNANDES, 2006; SANTOS et al., 2013; PEREIRA, 2014). Além disso, 

há diversos reflexos negativos nos ecossistemas gerados pela fabricação destes 

fertilizantes, devido à alta demanda energética do processo de fabricação e 

esgotamento de jazidas naturais (RICHARDSON, 2001; MALAJOVICH, 2011; 

MARENGONI et al., 2013; ROCHA et al., 2013; e-CYCLE, 2014). 

Nesse sentido, existe elevado interesse pelo desenvolvimento de 

biotecnologias eficazes na redução do consumo de fertilizantes nitrogenados, na 

utilização de práticas de manejo agrícola mais sustentáveis e na expansão da 

produtividade (HUNGRIA, 2011; SMITH & KURTZ, 2015). A inoculação com 
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bactérias diazotróficas que possuem a capacidade de fixação de N atmosférico no solo, 

deixando-o disponível as plantas é uma possibilidade que apresenta grande potencial 

para suprir a dependência desse insumo (HUNGRIA, 2011). Essas BPCP são capazes 

de promover o crescimento e incrementar a produtividade de plantas, por estimular a 

produção de fithormônios, como a auxina, capaz de promover o desenvolvimento do 

sistema radicular, melhorando a capacidade de uso de água e nutrientes, sobretudo em 

situações de seca ou salinidade (TIEN et al., 1979).  

Pensando nisso, objetivou-se com o presente trabalho avaliar, em condições de 

campo, o desempenho de plantas de milho inoculadas com bactérias promotoras de 

crescimento de plantas. 
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5.2.4. Metodologia 

 
O presente trabalho foi desenvolvido na Universidade Federal de Viçosa - 

Campus Florestal (UFV-CAF), situada no município de Florestal - região 

metropolitana de Belo Horizonte, estado de Minas Gerais. O clima é classificado como 

tropical de altitude, com precipitação média anual de 1500 mm, sendo as estações do 

ano bem definidas entre verão (chuvoso) e inverno (seco). A temperatura varia entre 

15º a 30º (CLIMA TEMPO, 2015). A área do município se estende a 194,9 Km2 sendo 

o domínio vegetacional de transição entre Mata Atlântica e Cerrado, nas coordenadas 

de 19º53'20.23''S e 44º25'56.38''W, com altitude em torno de 800 m acima do nível do 

mar (IBGE, 2015). Conforme médias anuais climatológicas calculadas a partir de uma 

série de 30 anos de dados observados para Florestal, a precipitação média anual 

equivale a 1426,8 mm, a temperatura mínima média a 13,1ºC e a temperatura máxima 

média a 28ºC (INMET, 2015). Os dados de precipitação pluviométrica e as 

temperaturas médias mensais incidentes durante a realização do experimento foram 

obtidos pelo site do INMET (2016) e são apresentados na Figura 7:
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Figura 7. Gráfico da Precipitação pluviométrica acumulada e temperatura média mensal no 

período de dezembro/2015 a março/2016. 
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5.2.4.1. Área de Estudo 

O experimento foi conduzido em campo na safra verão 2015/2016 no Setor de 

Horticultura da UFV-CAF, coordenadas de 19º87'43.08''S e 44º41'76.32'' (Figura 8). 

O ensaio de campo foi instalado numa área manejada, com cultivo anual anterior de 

milho (Zea mays L), e a condução ocorreu entre os meses de dezembro/2015 a 

março/2016. 

 
 
Figura 8. Imagem de satélite do Setor de Horticultura da UFV-CAF, área na qual o 
experimento foi conduzido. A seta indica o experimento instalado. 
    
5.2.4.2. Delineamento experimental  

O ensaio de seleção bacteriana consistiu de 10 tratamentos, sendo 9 isolados 

bacterianos: três procedentes de Cymbidium sp. (GONTIJO, et al., 2013), um de 

Dendrobium nobile (SILVEIRA, 2014), um Epidendrum secundum (SIMÕES et al., 

2014) e quatro de lodo de esgoto de abatedouro de aves (LOZADA, 2015), todos 

previamente avaliados em viveiro como potenciais promotores de crescimento de 

plantas de milho e um controle (sem inoculação) (Tabela 3). O experimento foi 

conduzido em delineamento em blocos ao acaso (DBC), com 5 repetições. Cada 

parcela foi composta por seis linhas de 6 metros de comprimento com espaçamento de 
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0,90 m entre linhas e 2 m entre os blocos. A área útil da parcela foi de 13, 5 m2excluído 

a 1ª e a 6ª linhas e a bordadura de 0,5 m no início e no final da parcela (Figura 9). 

 

Figura 9. Desenho experimental do estudo. Croqui da parcela 1 do 

bloco 1 (B1). 
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Tabela 3. Descrição dos tratamentos do experimento. 

Tratamento Estirpe¹ 
Planta hospedeira/ 

Origem 
Tecido 
vegetal 

Meio de 
cultura 

Diluição 

1 CONTROLE - - - - 

2 UFV1214 Cymbidium sp. Folha JMV 4 

3 UFV1154 Cymbidium sp. Raiz LGI 4 

4 UFV1144 Cymbidium sp. Raiz JNFb 4 

5 UFV2212 Dendrobium nobile Folha JMV 2 

6 UFV3143 Epidendrum secundum Raiz JNFb 3 

7 UFVL-162 Lodo - JMV 6 

8 UFVL-163 Lodo - JMV 6 

9 UFVL-164 Lodo - JMV 6 

10 LSOF7 Lodo - JMV - 

¹Estirpe: especificação dos tratamentos em que cada estirpe foi nomeada seguindo o seguinte código: 
UFV ABCD: A – Nome científico da planta hospedeira. Exemplo: 1 – Cymbidium sp., 2 - Dendrobium 

nobile, 3 - Epidendrum secundum; B – Tecido vegetal usado no isolamento. Exemplo: 1 – Raíz, 2 – 
Folha; C – Meio de cultura usado no isolamento. Exemplo: 1 – JMV, 2 – JMVL, 3 – NFb, 4 –JNFb, 5 
– LGI, 6 – LGI-P; D – Diluição;  (SILVEIRA et al., 2014; SIMÕES et al., 2014; GONTIJO et al., 
2013); ou foi nomeada, seguindo-se o código: UFV L-ABC, onde UFV = Universidade Federal de 
Viçosa; L = Lodo; A = meio de cultura usado no isolamento (1= JMV, 2 = JMVL, 3 = NFb, 4 = JNFb, 
5 = LGI, 6 = LGI-P); B = diluição; C = número de ordem do isolado na coleção; ou ainda, foi nomeada 
seguindo o código: UFV LSOF-X; onde UFV = Universidade Federal de Viçosa, L = Lodo, SOF = 
solubilizadora de fosfato, X = número de ordem do isolado na coleção (LOZADA, 2015). 

5.2.4.2. Material vegetal 

A planta teste utilizada foi a cultivar de milho 2B655HX, um híbrido precoce 

que apresenta boa tolerância ao estresse hídrico e a insetos da ordem lepidóptera. 

Possui potencial produtivo para grãos e silagem tanto na safra como safrinha em 

sistemas de produção de médio investimento. Possui como características principais: 

grãos semiduros, vermelho-alaranjados, florescimento 840 GDU (Growing Degree 

Units), altura média da planta de 2,40 a 2,60 metros com finalidade de uso na produção 

de grãos e silagem, época de plantio de agosto a março. A população normal estimada 

de plantas no período de safra é de 50 - 60.000 e safrinha: 50 - 55.000 (BIOMATRIX, 

2016). 

5.2.4.3. Preparo do solo utilizado 

O solo da área experimental foi classificado como horizonte subsuperficial de 

Latossolo Vermelho distrófico (EMBRAPA, 2013). Foi realizada amostragem e 
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análise do solo, para que fossem feitas a sua correção e fertilização adequadas (Ribeiro 

et al., 1999). A análise química do solo foi realizada no Laboratório de Solos da UFV-

CAF e apresentou: pH 5.07; (P 8.8, K 134) mg/dm³; (Ca 2.83, Mg 0.62, Al 0.09, H+Al 

5.32; SB 3.80, CTC(t) 3.89, CTC(T) 9.12) cmolc /dm³; V 42, m 2 %. Para correção do 

solo foi adotada a prática de calagem, sendo aplicados 1,5 t.ha-1 de calcário dolomítico 

30 dias antes da semeadura e a adubação corretiva foi feita 15 dias antes do plantio, 

sendo aplicados 300 Kg.ha-1 de 8-28-16. O solo foi previamente preparado por meio 

de aração, gradagem e abertura dos sulcos. O sistema de irrigação utilizado foi de 

aspersão. 

5.2.4.4. Cultivo das colônias dos isolados bacterianos 

As bactérias utilizadas foram provenientes da coleção de bactérias do Setor de 

Floricultura da UFV-CAF (GONTIJO et al., 2013; SILVEIRA et al., 2014; SIMÕES et al., 

2014; LOZADA, 2015), as quais foram isoladas de folha e raiz de plantas de orquídea e 

lodo de esgoto de abatedouro de aves (Tabela 3). As 9 bactérias foram cultivadas em 

5 mL de meio líquido DYGS por 24 h, a 30oC e 120 rpm. Em seguida, foram colocados 

100 µL em frascos de penicilina contendo meio específico semi-sólido para cada uma 

das bactérias (tabela 2). Os frascos ficaram em estufa bacteriológica a 30 oC por 7 dias 

até a formação de uma película esbranquiçada, o que confirma a capacidade FBN dos 

microrganismos. Posteriormente, as bactérias foram cultivadas em meio líquido 

DYGS por 24 h, a 30 oC e 120 rpm. Feito isso, 100 µL da solução contendo as bactérias 

foram colocados em placas de Petri contendo meio específico, sólido. As placas 

ficaram em estufa bacteriológica a 30oC por 7 dias e das colônias que ali crescerem 

uma foi selecionada para a obtenção do pré-inóculo. 

5.2.4.5. Obtenção do pré-inóculo e inóculo 

 
Para obtenção do pré-inóculo, as bactérias foram crescidas em 5 mL de meio 

líquido DYGS por 24 h, a 30 oC e 120 rpm. Em seguida, o pré-inóculo foi vertido em 

frascos de erlenmeyer contendo 1500 mL de meio DYGS, totalizando 1505  mL, 

suficiente para cobrir as 2400 sementes de milho utilizadas em cada um dos 10 
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tratamentos. Os frascos permaneceram por 24 h sob agitação de 120 rpm, a 30oC, para 

obtenção do inóculo. 

5.2.4.6. Inoculação e implantação do experimento 

O experimento foi implantado em 11/12/2015 em campo, no Setor de 

Horticultura da UFV-CAF. A inoculação foi realizada antes da semeadura, em frascos 

de plásticos com capacidade de 1 litro, pela imersão das sementes do milho híbrido 

2B655HX no meio bacteriano. Cada tratamento ficou imerso no meio bacteriano por 

2 horas (Figura 10), com posterior aplicação homogênea do mesmo meio bacteriano 

no solo. O controle foi imerso em meio líquido DYGS autoclavado. A contagem das 

bactérias presentes no meio de cultura foi realizada por meio da técnica do Número 

Mais Provável (Döbereiner et al., 1995), utilizando Tabela de McCrady para três 

repetições por diluição. Posteriormente, foram plantadas 480 sementes do híbrido 

milho 2B655HX em cada parcela com área de 3,6 x 6,0 metros, totalizando 24.000 

sementes. A semeadura foi realizada manualmente. Não houve necessidade de 

desbaste após a emergência das plântulas. 

 

 
Figura 10. Inoculação das sementes de milho com BPCP para instalação do experimento em 

campo. 

5.2.4.7. Tratos culturais 

 
 Durante a condução do experimento, no dia 21/12/2015 foi realizada 

uma aplicação de herbicidas, utilizando-se uma mistura de herbicidas seletivos para a 

cultura do milho com os ingredientes ativos atrazine (5,0 L ha-1) e nicosulfuron (1,5 L 

ha-1). A adubação de cobertura foi realizada entre os estádios V4 e V6 utilizando como 
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fonte de N e K o adubo 20-0-20 na proporção de 300 kg. ha-1. Foram realizadas, 

também, duas aplicações de inseticida, aos 18 e 30 dias após a semeadura utilizando-

se produto contendo tiametoxam + lambdacialotrina como ingredientes ativos (0,25 L 

ha-1). Os tratos culturais foram realizados de forma semelhante ao que é praticado na 

UFV-CAF e agricultores da região, buscando aproximar o máximo possível do 

produtor rural. 

5.2.4.8. Coleta dos dados e análise das variáveis 

O inóculo apresentou uma população estabelecida de 108 células/mL para os 

tratamentos com inoculação. 

Aos dias 11 de março de 2016 (90 dias após plantio e 85 dias após a 

emergência) foi realizada a coleta, quando a planta de milho apresentava 

aproximadamente 35% de teor de matéria seca (milho destinado à produção de 

silagem) (Figura 11A), na área útil da parcela, excluído a 1ª e a 6ª linhas e a bordadura 

de 0,5 m no início e no final da parcela. Foram escolhidas ao acaso 5 plantas por 

parcela, totalizando 250 plantas, destinadas à produção de silagem, as quais foram 

coletadas manualmente para a mensuração das seguintes variáveis: altura da planta 

(ALT); altura de inserção das espigas (ALTE), as variáveis altura foram realizadas 

com auxílio de uma trena de 30 metros; diâmetro do colmo (DC), para análise dessa 

variável foi utilizado um paquímetro analógico e a mensuração foi efetuada na base do 

colmo; matéria fresca da parte aérea (MFPA); matéria seca da parte aérea (MSPA), 

obtidas pela secagem em estufa sob ventilação forçada de ar a 65 oC por 72 horas e 

posterior pesagem em balança de precisão. 

Após a secagem, as folhas de milho foram moídas em moinho do tipo Wiley 

acoplado a peneiras de 0,25 mm (60 mesh). Em seguida, o pó obtido foi submetido à 

digestão sulfúrica combinada com peróxido de hidrogênio e foram determinados os 

teores totais de N e P. Para N, foi utilizado o método de Kjeldahl. O teor de P foi obtido 

por espectrofotometria de absorção molecular (colorimetria, no comprimento de onda 

de 725 nm), após reação com molibdato de amônio e ácido ascórbico. Os conteúdos 

de N (CN) e P (CP) foram calculados considerando a massa da matéria seca da parte 

aérea e o teor do nutriente correspondente. A proteina bruta total (PB) foi determinada 



49 
 

 

multiplicando-se o total de nitrogennio (N) por 6,5. Essas análises foram realizadas no 

Laboratório de Análise de Solos da UFV-CAF, com três repetições por tratamento. 

Aos 140 dias após plantio (135 dias após a emergência), foi efetuada a segunda 

coleta, quando os grãos apresentavam aproximadamente 18% de umidade (milho 

destinado à produção de grãos) (Figura 11B), em 3,0  m2 da área útil da parcela, 

excluído a 1ª e a 6ª linhas e a bordadura de 0,5 m no início e no final da parcela. Foram 

contadas as plantas existentes (NP) em 3,0 m2 da área útil e amostradas manualmente 

todas as espigas (NE) contidas nesse espaço para contagem. Após, foram escolhidas 

ao acaso 5 dessas espigas coletadas por tratamento para a determinação do número de 

fileiras de grãos por espiga (NFE); número de grãos por fileira (NGF); número de 

grãos por espiga (NTG); peso das 5 espigas sem palha (P(5)); medição do 

comprimento das espigas, distância entre o primeiro e o 28 último grão da linha mais 

longa (CE); massa de 1000 grãos (P(1000)), pesagem de uma subamostra de 250 grãos 

por parcela, em balança de precisão (0,001 g), extrapolando-se para mil grãos e 

corrigindo-se para 13% de umidade – b.u.; teor de nitrogênio no grão (CN), a análise 

de nitrogênio (N) foi realizada pelo método Kjedalal no Laboratório de Análise de 

Solos da UFV-CAF, com três repetições por tratamento, após a digestão sulfúrica dos 

grãos. Os conteúdos de N foram estimados por meio da multiplicação da matéria seca 

total (MST) pelo teor de nitrogênio; produtividade do milho (PRD), estimada pela 

multiplicação entre o peso médio de grãos das espigas selecionadas e a população de 

plantas da área (PRD); as espigas foram debulhadas manualmente e pesadas. Os 

resultados obtidos foram transformados para kg.ha-1, corrigindo-se a umidade para 

13% em base úmida para determinação da produtividade (HAUAGGE, 2015). 
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Figura 11. Milho destinado à produção de silagem (A). Milho destinado à produção de 
grãos (B). 

 

5.2.4.9. Análises Estatísticas 

Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) por meio do 

programa R e as médias foram comparadas pelo teste de TUKEY a 5 % de 

probabilidade (TukeyP< 0,05). 

5.2.5. Resultados e discussão 

 
De acordo com os dados climáticos (Figura 7) foi possível perceber que durante 

a condução do experimento, a temperatura do ar foi adequada para o desenvolvimento 

da cultura do milho, uma vez que a cultura possui maiores rendimentos em 

temperaturas moderadas, entre 18 e 25 ºC da emergência à floração, sendo a melhor 

temperatura em torno de 21 ºC (MALDANER et al. 2014). Semelhantemente, os dados 

relacionados à precipitação pluviométrica também se mostraram satisfatórios, havendo 

disponibilidade hídrica necessária para o crescimento e desenvolvimento das plantas, 

mineralização da matéria orgânica do solo e aproveitamento do nitrogênio pelas 

plantas. O milho é uma cultura muito exigente em água, sendo assim, o estresse hídrico 

decorrente da má distribuição da precipitação pluvial pode ocasionar danos em todas 

as fases, desde o crescimento vegetativo ao enchimento dos grãos, devido à limitação 

do desenvolvimento da espiga, pela diminuição na taxa fotossintética, restrição da 

translocação de fotossimilados para os grãos, podendo também afetar a resposta da 

A B 
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planta ao nitrogênio (FANCELLI, 2000; DOURADO-NETO, et al., 2004; CRUZ et 

al., 2010; BRITO et al., 2013).  

5.2.5.1. Milho destinado à produção de silagem 

 
Este trabalho buscou avaliar o desempenho agronômico, a campo, do híbrido 

2B655HX de milho destinado à produção de silagem, inoculado com BPCP.  

Não houve efeito positivo da inoculação com BPCP para o desenvolvimento 

do milho destinado à produção de silagem, nas variáveis ALT, ALTE, DC, MFPA, 

MSPA, CN e PB (Tabela 4). Dessa maneira, para tais características o tratamento 

controle apresentou as maiores médias. 

A altura de planta foi pouco influenciada pela inoculação com BPCP na fase 

de avaliação (Tabela 4), tendo sido observada a menor média (234,76 cm) no 

tratamento inoculado com a BPCP bactéria UFVL-162, o que confere uma 

desenvoltura 10,45 % menor que a do tratamento controle com 262,16 cm. LANA et 

al., (2012) e LIBÓRIO et al., (2016) também não verificaram efeito positivo da 

inoculação sobre a altura de planta avaliando as respostas da cultura do milho à 

inoculação com Azospirillum associada à adubação nitrogenada. Esse resultado é 

considerado positivo, uma vez que, quanto maior a estatura das plantas, maior o índice 

de tombamento (LIBÓRIO et al., 2016).  

Não foi constatado efeito da inoculação para a altura de inserção da espiga 

(ALTE) (Tabela 4), onde os tratamentos com as bactérias UFV1214 e UFV3143 

apontaram as menores médias, 15 % e 17 % respectivamente em relação à testemunha. 

De acordo com ALVARENGA et al., (2006) a ALTE é uma variável que reflete 

diretamente na colheita, uma vez que a regulagem mais alta da plataforma reduz o 

risco de embuchamento.   

O tratamento com BPCP não proporcionou incrementos no diâmetro do colmo 

(DC) (Tabela 4), o qual é apontado na literatura como característica morfológica 

importante por estar relacionada ao percentual de acamamento e quebramento de 

planta na cultura do milho, que pode resultar em perdas significativas na produção 

(KAPPES et al., 2013ab). Ademais, conforme explicitado por KAPPES et al., (2011) 

o diâmetro de colmo está diretamente associado à obtenção de alta produtividade, em 



52 
 

 

razão de que quanto maior o seu diâmetro, maior a capacidade da planta em armazenar 

fotoassimilados que contribuirão com o enchimento dos grãos.  

Neste estudo, as variáveis matéria fresca da parte aérea (MFPA), matéria seca 

da parte aérea (MSPA), conteúdo de nitrogênio (CN), conteúdo de fósforo (CP) e 

proteína bruta total (PB) (Tabela 4), também não foram influenciadas pela inoculação 

com BPCP, não havendo diferenças estatísticas significativas entre os tratamentos com 

e sem inoculação. A ausência de respostas à inoculação de sementes de milho com 

BPCP também são relatadas na literatura. VERONA et al., (2010) verificaram que não 

houve diferença significativa para as variáveis altura, massa seca de parte aérea e 

massa seca de raiz de plantas de milho inoculadas, na presença ou não de 

fitorreguladores. Da mesma forma, a aplicação de diferentes doses de inoculante à base 

de Azospirillum em sementes de milho não resultou em incrementos na massa fresca 

do sistema radicular e tampouco no acúmulo de massa seca da parte aérea (ROBERTO 

et al., 2010). FARINELLI et al., (2012) obtiveram resultados similares, não 

verificando diferenças significativas no  diâmetro de colmo entre plantas de milho com 

e sem inoculação com Azospirillum brasiliense.  

Embora não tenha apresentado diferença estatística significativa, o tratamento 

inoculado com a bactéria UFVL-162 exibiu incremento de 8,7% em relação à 

testemunha para a variável teor de proteína bruta (Tabela 4). O nível protéico da 

forragem ou silagem de milho, normalmente varia de 6% a 9%. O tratamento 

inoculado com a bactéria UFVL-162 apresentou teor médio de 6,64%, o que 

corresponde com a média apresentada na literatura. Essa característica pode ser 

considerada um ponto positivo para a silagem, por promover maior economia na 

utilização de fontes protéicas na formulação de dietas para ruminantes (CRUZ, et al. 

2016). 

Diversos estudos apontam sobre os benefícios da inoculação BPCP, dentre elas 

com Azospirillum no desenvolvimento das plantas (OKON & LABANDERA-

GONZÁLEZ, 1994; SALAMONE & DÖBEREINER, 1996; HUNGRIA et al. 2010). 

Entretanto, o efeito desta prática não foi verificado neste estudo, nem mesmo quanto 

ao desenvolvimento da parte aérea, o qual encontra se diretamente relacionado ao bom 

desempenho do sistema radicular, cujo crescimento é relatado na literatura em 

decorrência da produção de fitohormônios por essas bactérias (SALAMONE & 
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DÖBEREINER, 1996). De acordo com esses autores, a inoculação modifica a 

morfologia do sistema radicular das plantas, aumentando não apenas o número de 

radicelas, mas também, o diâmetro das raízes laterais e adventícias acarretando em 

melhor absorção de nutrientes e água e, consequentemente benefícios para a parte 

aérea.  

Como a finalidade dessa primeira coleta do estudo foi análise da planta de 

milho destinada à produção de silagem, algumas características como a elevada 

produção de matéria seca, as altas concentrações de proteína bruta e energia (alta 

digestibilidade) e o elevado teor de matéria seca com baixa concentração de fibra na 

colheita manifestam grande relevância por se tratar de características que favorecem a 

fermentação (PAZIANI, 2009). Nesse contexto, o tratamento com BPCP não 

proporcionou incrementos satisfatórios e consideráveis para tal destinação na planta. 

 
5.2.5.2. Milho destinado à produção de grãos 

 
Este trabalho buscou avaliar o desempenho agronômico, a campo, do híbrido 

2B655HX de milho destinado à produção de grãos, inoculado com BPCP.  

Em relação ao número de plantas na fração amostrada da área útil da parcela 

foi observada menor média (30 ud) no tratamento inoculado com a bactéria UFV1214 

e a maior média (37 ud) foi verificada pela inoculação efetuada com a bactéria UFVL-

163 (tabela 5). Entretanto, não é pertinente associar esse resultado ao efeito positivo 

das BPCP quanto à sobrevivência das plantas ou melhor taxa de germinação das 

sementes inoculadas, uma vez que não houve diferença entre os tratamentos e a 

testemunha. Contudo, o efeito da inoculação sobre as variáveis acima mencionadas 

não se refletiu na produtividade do milho. 

Não foi constatada influência positiva da inoculação das sementes com BPCP 

para o número de fileiras de grãos por espiga (NFE), número de grãos por fileira (NGF) 

número de grãos por espiga (NTG), peso dos grãos das 5 espigas sem palha (P(5)), 

comprimento das espigas (CE), peso de 1000 grãos (P(1000)), conteúdo de nitrogênio 

nos grãos (CN) e produtividade (PRD) (Tabela 5, Figura 12). ZEMRANY et al. (2006) 

estudando por dois anos consecutivos a inoculação de A. brasilense em milho, 

constataram efeito da inoculação sobre o crescimento de raízes e o desenvolvimento 
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de plantas, mas não encontraram respostas agronômicas favoráveis sobre a 

produtividade de grãos. Resultado semelhante foi evidenciado por ROBERTO et al., 

(2010), já que quando analisado o efeito da aplicação de diferentes doses de inoculante 

à base Azospirillum em sementes de milho, não foram verificados incrementos na 

massa fresca do sistema radicular e muito menos no acúmulo de massa seca da parte 

aérea. Corroborando ainda com os resultados obtidos neste estudo, CAMPOS et al. 

(2000); PANDOLFO et al. (2015); MASCARELLO & ZANÃO - JÚNIOR (2015) e 

BARTCHECHEN et al. (2011) também não verificaram respostas agronômicas 

favoráveis da inoculação de milho com Azospirillum brasilense na produtividade de 

grãos e massa de mil grãos. Ademais, de acordo com HUNGRIA (2011), tais 

resultados relacionados aos efeitos da inoculação sobre a produtividade, são 

dependentes de características genéticas da planta, e a influência positiva é melhor 

observada em lavouras com investimentos mais baixos. 

Em contrapartida, há diversos relatos na literatura de estudos como o de LANA 

et al., (2012), em que verificaram que a inoculação com Azospirillum sem a adição de 

N proporcionou incrementos de 7 a 14% na produtividade de grãos de milho. Ainda 

certificando os benefícios das BPCP para o milho, SWEDRZYNSKA & SAWICKA 

(2000); HUNGRIA et al., (2010); PORTUGAL et al., (2012) e KAPPES et al., 

(2013ab) encontraram aumentos no rendimento de grãos de milho, quando as plantas 

foram inoculadas concomitantemente à aplicação de doses de 20-24 kg.ha-1 de N. Há 

indícios de que determinadas estirpes de BPCP utilizem N oriundo da adubação 

nitrogenada, para assimilar carbono e multiplicar-se mais depressa, incrementando os 

efeitos da inoculação. Entretanto nesse estudo, por algum motivo não foi possível 

verificar essa atuação das BPCP, talvez se em adição tivesse sido realizada aplicação 

de diferentes doses de N nos diversos tratamentos as BPCP utilizadas teriam 

apresentado influência na produtividade do milho. Sendo assim, é relevante ressaltar 

que as condições edafoclimáticas e intrínsecas da planta interferem na adaptação e 

sobrevivência das bactérias inoculadas, em função de estarem associadas à rizosfera 

ou no interior dos tecidos vegetais, o que as torna muito vulneráveis ao ambiente. Isso 

pode acarretar variação nos resultados de inoculação (sucesso ou ausência de efeito), 

dependendo da localização geográfica (GYANESHWAR et al., 2002; 

DOBBELAERE et al., 2002; DE QUADROS et al., 2014; BASHAN & HOLGUIN, 
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1995). As condições edafoclimáticas em que esse experimento foi instalado podem 

não ter favorecido a sobrevivência das BPCP. Nesse sentido, é conveniente testar as 

estirpes e buscar aquelas melhores adaptadas a cada região, em termos de clima, solo, 

sistema de manejo e cultivares.  

Como mostrado neste trabalho os resultados nem sempre são positivos, apesar 

disso, é necessária a publicação do mesmo no meio científico para que não seja 

subestimado o número de resultados negativos ou sem efeito. Em acréscimo, 

salientamos a necessidade de novos estudos na área, uma alternativa seria o isolamento 

de bactérias do próprio milho com posterior inoculação das mesmas, principalmente 

em condições de campo, pois os resultados têm se mostrados inconsistentes nesse 

ambiente devido às condições edafoclimáticas e interações com a biota do solo, o que 

reafirma a importância e justifica a realização desses experimentos de campo.  

Contudo, apesar da inoculação com BPCP ser uma tecnologia barata e de baixo 

impacto ambiental, há necessidade de novos estudos, levando-se em conta, entre outros 

fatores, os genótipos e o nível de investimento adotado na lavoura, com a finalidade 

de avaliar novas estirpes e tipos de formulações de inoculantes para aumentar a 

eficiência da inoculação com o objetivo de diminuir a dose de fertilizantes 

nitrogenados ou aumentar o rendimento de grãos da cultura do milho (PANDOLFO et 

al., 2015).  
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Figura 12: Imagens das 5 espigas selecionadas e utilizadas para análise das variáveis no 
tratamento  controle (T1) e no tratamento inoculado com bactéria UFV-2212 (T5) nos 5 
blocos.

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



57 
 

 

 Tabela 4. Análise estatística das variáveis relacionadas à coleta do milho destinado 

à produção de silagem. 

 
Tratamentos ALT ALTE DC MFPA MSPA CN CP PB 

      ----------- cm  --------- - mm -     ------------ g  ---------            ---------- g / planta ---------- 
CONTROLE   262.16a   119.84a 18.66a 747.52a 194.28a 1.87a 0.24a 6.06ab 

UFV1214 243.00ab   101.22b 18.28a 779.73a 186.92a 1.81a 0.26a 6.04ab 

UFV1154 253.32ab 108.68ab 17.44a 752.49a 182.08a 1.76a 0.22a 6.00ab 

UFV1144 249.54ab   106.2ab 17.22a 735.86a 169.13a 1.62a 0.22a 5.99ab 

UFV2212 257.10ab 111.96ab 17.82a 826.22a 208.72a 1.98a 0.24a 5.99ab 

UFV3143 245.62ab 99.36b 18.02a 839.48a 208.31a 2.04a 0.15a 6.17ab 

UFVL-162   234.76b 105.36ab 17.32a 686.86a 165.39a 1.75a 0.24a   6.64a 

UFVL-163 258.82ab 110.84ab 17.08a 811.18a 234.66a 1.98a 0.28a 6.12ab 

UFVL-164 258.86ab 108.16ab 18.48a 805.07a 205.78a 2.05a 0.26a 6.14ab 

LSOF7 254.60ab 112.84ab 17.88a 768.36a 194.92a 1.82a 0.20a   5.86b 

QMR   154.65     76.27 2.03 15.36  9.22    0.11    0.00   0.23 

CV (%) 4.94 8.05 7.97 15.99 15.84  17.63  34.48   7.87 

Tabela 4: Características de crescimento e nutricional de Zea mays destinado à produção de silagem em 
resposta à inoculação de bactérias diazotróficas: ALT, altura da planta; ALTE, altura de inserção da espiga; 
DC, diâmetro do colmo; MFPA, matéria fresca da parte aérea; MSPA, matéria seca da parte aérea; CN, 
conteúdo de nitrogênio; CP, conteúdo de fósforo; PB, proteína bruta; QMR, quadrado médio do resíduo; CV 
coeficiente de variação. 
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Tabela 5. Análise estatística das variáveis relacionadas à coleta do milho destinado à 

produção de grãos.  

Tabela 5: Características de produtividade de Zea mays destinado à produção de grãos em resposta à inoculação 
de bactérias diazotróficas: NP, número de plantas; NE, número de espigas; NFE, número de fileiras de grãos por 
espiga; NGF, número de grãos por fileira; NTG, número total de grãos por espiga; CE, comprimento da espiga; 
PG(5), peso dos grãos das 5 espigas; P(1000), peso de mil grãos; CN, conteúdo de nitrogênio nos grãos; PRD, 
produtividade do milho; QMR, quadrado médio do resíduo; CV, coeficiente de variação.   

 

 
  

Tratamentos NP NE NFE NGF NTG CE PG(5) P(1000) CN PRD 

    ---------------------- ud ------------------ - cm -   ----------------- g --------------- - kg.ha-1 - 

CONTROLE  34ab 33ab  17a 24a 420a 12.68a 657.44a 312.08a 2.33a  15295.73a 

UFV-1214  30b 29b  17a 25a 430a 13.84a 693.70a 297.60a 2.19a  13874.00a 

UFV-1154  35ab 33ab  17a 24a 421a 13.69a 670.58a 307.28a 1.93a  15466.19a 

UFV-1144  32ab 32ab  17a 25a 423a 13.36a 645.04a 291.20a 1.81a  13760.85a 

UFV-2212  34ab 33ab  18a 24a 426a 13.68a 690.22a 316.32a 2.42a  15644.98a 

UFV 3143  35ab 35a  17a 23a 399a 12.69a 579.58a 301.68a 2.31a  13291.70a 

UFVL-162  33ab 32ab  17a 25a 428a 13.46a 679.64a 312.96a 1.83a  14952.08a 

UFVL-163   37a 37a  18a 24a 430a 12.92a 650.10a 329.84a 2.25a  16035.79a 

UFVL-164  36ab 35ab  16a 24a 390a 12.91a 647.66a 320.72a 2.45a  15543.84a 

LSOF7  33ab 33ab  17a 24a 395a 12.84a 634.10a 299.28a 2.18a  14034.74a 

QMR 3.05 3.25 1.05 2.06 11.79 0.89 79.19 26.44   0.42  21.88 

CV (%)  8.68  8.63 6.86  8.07 11.80 6.00   11.42   9.34 18.97  14.25 
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5.2.6. Conclusões  

   

A inoculação com BPCP, nas condições edafoclimáticas em que o trabalho foi 

realizado, não proporcionou resultados positivos à cultura do milho para silagem, além 

de não apresentar respostas agronômicas favoráveis sobre a produtividade de grãos. 

Ademais, ressaltamos a necessidade de novos estudos, levando-se em conta, 

entre outros fatores, os genótipos e o nível de investimento adotado na lavoura, para 

buscar e avaliar novas estirpes e tipos de formulações de inoculantes para aumentar a 

eficiência da inoculação com o objetivo de diminuir a dose de fertilizantes 

nitrogenados, pois é uma prática promissora e com potencial para o desenvolvimento 

de formas de manejo mais sustentáveis. 
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6. CONCLUSÃO GERAL 

 
Conclui-se, portanto, que a inoculação com BPCP, em viveiro proporcionou 

resultados positivos à cultura do milho quando utilizou-se a estirpe UFV-2212, 

entretanto não refletiu em incrementos na produtividade dos grãos nas condições 

edafoclimáticas em que o trabalho foi realizado a campo. Portanto, há necessidade de 

novas pesquisas para aprimorar o processo de inoculação e permanência dos 

mecanismos bacterianos de promoção do crescimento de plantas à campo, pois estudos 

mostram que a utilização de BPCP é uma prática promissora e com potencial para o 

desenvolvimento de formas de manejo mais sustentáveis. 

Sugere-se também pesquisas enfatizando novas formas de inoculação de 

sementes de milho com BPCP isoladas de plantas diversas ou do próprio milho, 

concomitantemente à aplicação de ácidos húmicos e outras substâncias bioativas, ou 

ainda doses distintas de N, pois essas práticas talvez podem resultar em promoção do 

crescimento e desenvolvimento de plantas de milho e os resultados permitem inferir 

que a tecnologia utilizada pode ser aperfeiçoada. 
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8. ANEXOS 

 
8.1. Análises de variância. 
 
8.1.1. Trabalho 1. Crescimento do milho em resposta à inoculação com bactérias 
promotoras de crescimento de plantas em viveiro. 
 

Quadro 1. Análise de variância para as características de crescimento da parte área e sistema radicular do 

milho, em resposta à inoculação de bactérias isoladas orquídea.  

 

 

* Nível de Significância 5%.  

  NF, número de folhas; ALT, altura da planta; DC, diâmetro do colmo; MFR, matéria fresca da raiz; 
MFPA, matéria fresca da parte aérea; MSR, matéria seca da raiz; MSPA, matéria seca da parte aérea; 
MST, matéria seca total; CV coeficiente de variação.  

 
 
 
 
  

F.V GL NF ALT DC MFR MFPA MFT MSR MSPA MST 

    - ud - - cm - - mm -   ---------------------------- g ------------------------- 

Repetição 4 0.06 17.11 0.0486 0.5704 0.2245 0.6055 0.0394 0.0058 0.0404 

Tratamentos 9 0.12 19.61 0.1368 2.2245 0.1446 2.8907 0.1032* 0.0042 0.1218* 

Resíduo 120 0.14 15.94 0.1007 1.1541 0.1261 1.6388 0.0391 0.0024 0.0460 

C.V   8.74 12.66 13.09 22.2318 19.6875 19.29 23.5278 17.8678 19.30 
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8.1.2. Desempenho agronômico do milho para produção de silagem em resposta à 
inoculação com bactérias diazotróficas em campo. 

 
Quadro 2. Análise de variância para as características de crescimento da parte área do milho destinado à 
produção de silagem, em resposta à inoculação de bactérias isoladas orquídea e lodo de esgoto de 
abatedouro de aves. 

 

 
* Nível de Significância 5%.  

ALT, altura da planta; ALTE, altura de inserção da espiga; DC, diâmetro do colmo; MFPA, matéria fresca 
da parte aérea; MSPA, matéria seca da parte aérea; CN, conteúdo de nitrogénio; CP, conteúdo de fósforo; 
PB, proteína bruta total; CV coeficiente de variação.  

  

F.V GL ALT ALTE DC  MFPA MSPA CN CP PB 

    ---- cm ---- - mm -   ---------------------------- g ----------------------------- 
Repetição 5 391.17 5.58 5.58  24961.00 4334.20 0.28 0.01 0.073 

Tratamentos 24 364.52 1.16 1.16  10901,00 1223.70 0.10 0.01 0.22 

Resíduo 120 154.65 2.04 2.04  15360.00 922.20 0.11 0.01 0.23 

C.V   4.94 8.05 7.97  15.99 15.84 17.63 34.48 7.87 



80 
 

 

8.1.3. Desempenho agronômico do milho para produção de grãos em resposta à 
inoculação com bactérias diazotróficas em campo. 
 

 
* Nível de Significância 5%.  

NP, número de plantas; NE, número de espigas; NFE, número de fileiras de grãos por espiga; NGF, número 
de grãos por fileira; NTG, número total de grãos por espiga; CE, comprimento da espiga; PG(5), peso dos 
grãos de 5 espigas; P(1000), peso de 1000 grãos; CN, conteúdo de nitrogênio dos grãos; PRD, 
produtividade; CV, coeficiente de variação.  

 
 

F.V GL NP NE NFE NGF NTG    CE PG(5) P(1000) CN PRD 

  ------------------- ud -------------------- -cm- -------- g ------- g/planta - Kg.ha-1 - 

Repetição 4 25.43 39.63 1.65 11.16 4116.10 2.25 13583.30 908.24  0.45 2491603.00 

Tratamentos 9 20.61 22.98 1.33  1.99 1172.60 0.93   5497.60 693.40  0.21 3966571.00 

Resíduo 36  8.68  8.19 1.37  3.85 2411.10 0.63   5595.40 832.57  0.16 4436911.00 

C.V   8.68  8.63 6.86  8.07   11.80 6.00       11.42   9.34 18.97           14.25 


