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RESUMO GERAL 

BARBOSA, Anne Juciely Vieira. DESEMPENHO DE GENÓTIPOS DE 

MILHO INOCULADOS COM ESTIRPES DE BACTÉRIAS 

DIAZOTRÓFICAS E SUBSTÂNCIAS HÚMICAS. Vitória da Conquista 

– BA: UESB, 2018. (Dissertação – Mestrado em Agronomia, Área de 

Concentração em Fitotecnia).* 

O milho é uma das mais atividades econômicas mais importantes do 

agronegócio brasileiro devido às suas várias formas de utilização, que vão 

desde alimentação humana, animal e usos industriais, bem como a sua 

importância em termos sociais. A inoculação de isolados de bactérias 

diazotróficas associado a substâncias húmicas são alvos de pesquisas uma 

vez que as plantas apresentam resposta à aplicação tanto no desenvolvimento 

vegetal quanto na produção agrícola. Objetiva-se estudar o efeito da 

associação de isolados nativos de bactérias diazotróficas e substância húmica 

em genótipos de milho cultivado em Vitória da Conquista - BA. Os ensaios 

foram realizados em área aberta da Universidade Estadual do Sudoeste da 

Bahia em vasos e em campo experimental. O primeiro ensaio foi conduzido 

em esquema fatorial 5x2x2, sendo o primeiro fator isolados nativos 

Herbaspirillum frisingense (J9), um isolado de Azospirillum brasilense 

(N11), o inóculo J15 com características semelhantes à Herbaspirillum spp e 

uma estirpe Herbaspirillum spp (Z94) e ausência de inoculação; ausência e 

presença de substância húmica, em dois genótipos de milho, o híbrido AG 

1051 e a variedade Al Bandeirante, disposto em DIC, com 6 repetições. O 

segundo ensaio foi em condições de campo, repetindo os mesmos 

tratamentos, em DBC. As variáveis avaliadas para o ensaio de vaso foram 

altura de plantas, diâmetro de colmo, massa fresca e seca das do sistema 

radicular e da parte aérea, N-Total e índice SPAD, realizadas aos 35 e 65 

dias após a semeadura. Para o ensaio em campo, as variáveis foram 

comprimento e diâmetro de espiga, massa de mil grãos e produtividade 

estimada. O primeiro ensaio expressou resposta significativa aos 35 dias para 

as variáveis matéria fresca da parte aérea e sistema radicular e matéria seca 

das raízes em função da presença de substância húmica e interação de 

inóculo e genótipo, enquanto que para a avaliação aos 65 dias a resposta dos 

tratamentos foram significativas a matéria fresca da parte aérea e raiz, índice 

SPAD e N (g/kg) para os mesmo fatores. O experimento em campo 

respondeu significativamente em função da diferença genética entre as 

cultivares utilizadas, apenas a massa de cem grãos teve resposta dependente 

da presença de substância húmica e inoculação de isolados de bactérias 

diazotróficas. A resposta da interação bactérias diazotróficas associada à 

substância húmica em híbrido de milho nas condições estudadas apresentou 

________________________________________________ 

*Orientador: Joilson Silva Ferreira, D.Sc., UESB  

*Coorientador: Vera Lúcia Divan Baldani, D.Sc, EMBRAPA Agrobiologia. 
 



 
 

resultados positivos com o incremento de massa de matéria fresca da parte 

aérea e sistema radicular, bem como na massa de grãos o que beneficia a 

produtividade.  

Palavra-chave: Zea mays L., bactérias promotoras de crescimento vegetal, 

fixação biológica, Azospirillum spp. 

  



 
 

ABSTRACT 

BARBOSA, Anne Juciely Vieira. PERFORMANCE OF MAIZE 

GENOTYPES INOCULATED WITH STRAINS OF DIAZOTROPHIC 

BACTERIA AND HUMIC SUBSTANCES. Vitória da Conquista – BA: 

UESB, 2018. (Dissertação – Mestrado em Agronomia, Área de 

Concentração em Fitotecnia).* 

Maize is one of the most important economic activities of Brazilian 

agribusiness due to its various uses, ranging from human foot, animal and 

industrial uses, as well as its importance in social terms. The inoculation of 

diazotrophic bacteria isolates associated with humic substances are the 

subject of research since the plants respond to the application in plant 

development and agricultural production. The objective of this work was to 

study the effect of the association of native isolates of diazotrophic bacteria 

and humic substance in maize genotypes grown in Vitória da Conquista – 

BA. The tests were carried out in open area of the State University of 

Southwest of Bahia in pots and experimental field. The first test  was 

conducted in a 5x2x2 factorial scheme, the first factor being isolated native 

Herbaspirillum frisingense (J9), an isolate of Azospirillum brasilense (N11), 

the inoculum J15with characteristics similar to Herbaspirillum spp, a strain 

Herbaspirillum spp (Z94) and absence of inoculation, and absence and 

presence of humic substance, in two genotypes of maize, the hybrid AG 

1051 and the variety Al Bandeirante, arranged in DIC, with 6 replicates. The 

second testwas under field conditions, repeating the same treatments, in 

DBC. The variables evaluated for the potting test were plant height, stem 

diameter, fresh and dry mass of the root system and shoot, N-total and SPAD 

index, performed at 35 and 65 days after sowing. For the field trial, the 

variables were length and ear diameter, mass of one thousand grains and 

estimated productivity. The first test showed a significant response at 35 

days for fresh matter of shoot and root system and dry matter of roots due to 

the presence of humic substance and interaction of inoculum and genotype, 

while for the evaluation at 65 days the response of treatments were 

significant fresh mater of shoot and root, index SPAD and N (g/kg) for the 

same factors. The experiment in the field responded significantly due to the 

genetic difference between the cultivars used, only the mass of 100 grains 

had a response dependent on the presence of humic substance and 

inoculation of isolates of diazotrophic bacteria. The response of the 

diazotrophic bacteria interaction associated with the humic substance in 

maize hybrids in the studied conditions presented positive results with the 

increase of fresh matter mass and the aerial part, and root system, as well as 

in the grain mass, which benefits the productivity.  

________________________________________________ 

*Orientador: Joilson Silva Ferreira, D.Sc., UESB  

*Coorientador: Vera Lúcia Divan Baldani, D.Sc, EMBRAPA Agrobiologia. 



 
 

Key words: Zea mays L., plant growth promoting bacteria, biological 

fixation, Azospirillum spp. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A produção de milho (Zea mays L.) é uma das atividades 

econômicas mais importantes do agronegócio brasileiro devido às suas 

várias formas de utilização, que vão desde alimentação humana, animal e 

usos industriais, bem como a sua relevância em termos sociais e econômicos. 

Em termos da produção o Brasil ocupa o posto de terceiro maior produtor 

mundial de milho, perdendo para Estados Unidos e China com produção de 

384 e 219 milhões de toneladas respectivamente, de acordo com USDA 

(2018).  

No cenário nacional a produção estimada para o milho safra e 

safrinha é de 83 milhões de toneladas para a safra 2017/2018, tendo lugar de 

destaque na balança comercial brasileira, estando atrás em produção apenas 

da soja que é o grão mais produzido no país, com produção estimada de 

118,9 milhões de toneladas para esta mesma safra (CONABa, 2018). 

Para atender a maior demanda desse grão, alternativas deve ser 

tomado, entre elas, o aumento da produtividade das áreas já cultivadas. Para 

isso, é necessário investimento em tecnologias como o melhoramento 

genético, aumento de disponibilidade de nutrientes e manejo adequado que 

visem manter a fertilidade do solo e a nutrição da planta (MARIN, 2012). 

Dentre os nutrientes primários para o desenvolvimento vegetal do 

milho, o nitrogênio é um dos mais importantes, por suas funções na 

produção e síntese de aminoácidos (HAVLIN e outros, 2005). Entretanto, a 

fonte utilizada para obtenção do N através do uso indiscriminado de 

fertilizantes químicos acarreta em desequilíbrio ambiental, além de onerar os 

custos de produção. 

Com o intuito de minimizar as consequências causadas ao meio 

ambiente, tal como reduzir os custos de produção, pesquisas voltadas a 

práticas conservacionistas vem sendo desenvolvidas por diversas instituições 
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de ensino. O uso de substâncias húmicas, inoculação biológica de sementes 

com organismos fixadores de nitrogênio, bem como a associação destas 

técnicas são alvos dessas pesquisas. 

A prática da inoculação de sementes com microrganismos fixadores 

de nitrogênio objetiva disponibilizar nitrogênio atmosférico à planta através 

da quebra da tripla ligação de N2 (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006), essa 

ação é considerada ecologicamente correta, pois não há perdas por processos 

de volatilização, lixiviação e desnitrificação do NH3 utilizado. O uso de 

substâncias húmicas propicia o aumento da microbiota do solo, incorpora 

matéria orgânica, promove o crescimento radicular e ciclagem de nutrientes, 

promovendo o crescimento vegetal e aumento da produção (COOPER e 

outros, 1998). 

A associação de bactérias fixadoras de nitrogênio e substâncias 

húmicas atua no aumento da população de microrganismos introduzido na 

planta e consequentemente incrementar os efeitos benéficos como 

crescimento vegetal, absorção de água e nutrientes, aumento no número de 

sítios mitóticos e maior desenvolvimento do sistema radicular da planta 

hospedeira. 

Diante do exposto, objetivou-se estudar o efeito da associação de 

substância húmica e isolados nativos de bactérias diazotróficas na 

estimulação do crescimento vegetal e produção de dois genótipos de milho, 

nas condições edafoclimáticas de Vitória da Conquista – BA. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Aspectos gerais da cultura do milho 

Classificado como pertencente à família das Poaceas, tribo 

Maydeae, gênero Zea e espécie Zea mays L., o milho possui muitas 

hipóteses quanto a sua origem, a de maior confiabilidade é que o milho é 

descendente do teosinte, uma gramínea com várias espigas sem sabugo e que 

faz cruzamento natural com milho, resultando em descendentes férteis 

(BELLIDO, 1991). É uma planta anual, monocotiledônea. Sua importância 

econômica é caracterizada pelas diversas formas de sua utilização, que vai 

desde alimentação animal até a indústria de alta tecnologia. Seu uso na 

alimentação animal representa a maior parte do consumo, na alimentação 

humana é caracterizado principalmente por derivados (DEMÉTRIO e outros, 

2008). 

Após domesticação a mais ou menos 8.000 anos, o milho não é mais 

capaz de sobreviver em sua forma selvagem, pois os alelos que controlam a 

morfologia da planta e qualidade nutricional do grão foram fixados, foram 

moldados construindo uma espécie através da seleção de características 

desejáveis. Todo esses oito processos produziram um grande número de 

genótipos, com diversas características morfofisiológicas, tornando a espécie 

adaptada a vários ambientes (BUCKLER e outros, 2006). 

Verifica-se através dos dados de Pereira Filho e Borghi, (2016) que 

na safra 2016/2017 o mercado de sementes ofertou 477 cultivares de milho 

(101 convencionais + 370 com algum nível de transgenia). Desse total, 57% 

foram híbridos simples, juntando aos triplos foram cerca de 77%. 

Os genótipos híbrido duplo AG 1051 e variedade Al bandeirante tem 

grande aceitação pelos produtores locais devido a adaptabilidade às 

condições climáticas e nível tecnológico adotado. 
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O genótipo AG 1051 é um híbrido duplo, ideal para produção de 

grão, devido à sua produção eficaz; é indicado para silagem da planta que 

apresenta alta qualidade e para consumo do milho verde. É uma planta de 

ciclo semiprecoce, porte alto, sistema radicular fasciculado bem 

desenvolvido, apresenta grãos dentados amarelos e boa qualidade de colmo. 

Pode ser cultivado no verão, e no período de safrinha e possui flexibilidade 

de plantio em todas as regiões do Brasil, indicado para médio nível 

tecnológico (AGROCERES, 2018). 

A variedade AL Bandeirante foi desenvolvida pela CATI-SP; é uma 

planta de ciclo semiprecoce, ideal para grão e silagem; de uma boa 

adaptabilidade às condições climáticas de todo o Brasil. Possui porte alto e 

um baixo índice de acamamento. É recomendada para solos de baixa à alta 

fertilidade, apresenta alta rusticidade e sementes de baixo custo. O grão 

possui cor amarelo-alaranjada, é semiduro, possui boa resistência às 

principais doenças; pode ser cultivada tanto na safra normal como na 

safrinha, indicado para baixo nível tecnológico (CATI, 2018). 

Ainda que alterações genéticas tenham sido realizadas com o 

objetivo de melhorar o desempenho agronômico, a nutrição da cultura do 

milho é o fator limitante da produtividade. A cultura do milho apresenta um 

dos melhores desempenhos em relação à adubação com fontes orgânicas, 

principalmente quando são usados biofertilizantes provindos de 

compostagem orgânica e húmus de minhoca, que promove ao final um 

relativo aumento da produtividade e na CTC do solo (SANTOS, 1992). 

Segundo Veloso e outros, (2006) o milho necessita de 18 a 20 kg de 

N para produzir uma tonelada de grãos. As exigências em N dependem 

também dos estádios fisiológicos da planta, sendo maior em demanda de 

nitrogênio durante o crescimento vegetativo, de florescimento e de formação 

de grãos (SOUZA e outros, 2001). 

A simbiose realizada pelas bactérias diazotróficas no processo de 

fixação biológica do nitrogênio beneficia a cultura do milho, reduzindo 

gastos e impactos ao meio ambiente, visto que é um processo natural 
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realizado por bactérias que habitam o solo, que convertem o nitrogênio 

atmosférico em amônio assimilável pelas plantas (DOTTO e outros, 2010). 

2.2 Microrganismos promotores de crescimento vegetal e fixação 

biológica de nitrogênio 

As bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) é um grupo 

de microrganismos capaz de colonizar superficial ou endofiticamente o 

sistema radicular das plantas e melhorar de forma direta e indireta seu 

crescimento e produção (WU e outros, 2005). 

Embora ainda pouco elucidado, os mecanismos de ação das BPCV 

podem ser classificados como biofertilização, através da solubilização de 

fosfato (ALIKHANI e outros, 2007), produção de sideróforos (BATISTA e 

outros, 2016), exopolissacarídeos (SILVI e outros, 2013), fixação biológica 

de nitrogênio (Gray and Smith, 2005); fitoestimulação, mediante a produção 

de citocinina, etileno, giberelina e ácido indol acético (VAN LOON, 2007) e 

controle de patógenos, por meio da produção de antibióticos, compostos 

voláteis (ONGENA e outros, 2005) e indução de resistência sistêmica 

(INNEREBNER e outros, 2011). 

As principais BPCP são encontradas nos gêneros Acinetobacter, 

Acetobacter, Agrobacterium, Azospirillum, Azomonas, Azotobacter, 

Bacillus, Bradyrhizobium, Burkholderia, Enterobacter, Flavobacterium, 

Herbaspirilum, Klebsiella, Mesorhizobium, Ochrobactrum, Paenibacillus, 

Proteus, Pseudomonas, Psychrobacter, Ralstonia, Rhizobium, Rhodococcus, 

Serratia, Stenotrophomonas, Streptomyces, Variovorax, Xanthomonas, entre 

outros (SOUZAe outros, 2015; AHEMAD e KIBRET, 2014). 

Dentre as mais diversas BPCV, os gêneros Pseudomonas, 

Burkholderia, Bacillus, Bradyrhizobium, Rhizobium, Gluconacetobacter, 

Herbaspirillum e Azospirillum tem sido encontrado em associação com 

espécies de gramíneas forrageiras e grão (HUNGRIA e outros, 2010; 

VIDEIRA e outros, 2012). Entre esses gêneros, o Herbaspirillum spp e 
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Azospirillum spp constituem os mais bem estudados (HUNGRIA e outros, 

2010; AMARAL e outros, 2014) por induzir o crescimento radicular e 

melhorar a absorção de água e nutrientes pelas plantas (DOORNBOS e 

outros, 2012). E possuírem capacidade de fixar biologicamente o nitrogênio 

em espécies não leguminosas (HUNGRIA e outros, 2010; FERREIRA e 

outros, 2011). 

O gênero de bactérias Azospirillum spp são microaerófílicas, móveis 

em meio de cultivo, flagelo polar bem desenvolvido e, quando cultivadas em 

ágar a 30 ºC, apresentam desenvolvimento de flagelos laterais (TARRAND e 

outros, 1978). As espécies desse grupo colonizam tanto o interior quanto as 

superfícies das raízes de diversas plantas não leguminosas; são denominadas 

de diazotróficas endofíticas facultativas e ainda são capazes de sobreviver no 

solo em forma de cistos (BALDANI e outros, 1997).  

Com base em diversos estudos, verifica-se que a inoculação com 

espécies de Azospirillum spp para a produtividade do milho, tem mostrado 

resultados contrastantes (HUNGRIA e outros, 2010; REPKE e outros, 2013; 

QUADROS e outros, 2014). Repke e outros, (2013) verificaram que a 

aplicação de A. brasilense via solução nas sementes, acompanhada ou não de 

doses de nitrogênio sintético, não interferiu no desenvolvimento de plantas e 

na produtividade da cultura do milho. Por outro lado, Hungria e outros, 

(2010) avaliaram o uso de A. brasilense sobre o milho e encontraram um 

aumento de 27% na produtividade em relação ao controle sem inoculação. 

Quadros e outros (2014), avaliando a produtividade de três híbridos de milho 

inoculados com uma mistura de três espécies de Azospirillum (A. brasilense, 

A. lipoferum e A. oryzae), verificaram uma interação entre os híbridos e 

inoculação, tendo obtido aumento significativo de produtividade apenas para 

o híbrido de milho P32R48, com incremento 750 kg ̸ ha
–1

. 

As bactérias diazotróficas do gênero Herbaspirilum spp são gram-

negativos, microaeróbicos, móveis e se desenvolvem em uma faixa de pH de 

5,3 a 8,0, caracterizadas por apresentarem maior especificidade de interação, 

uma vez que são endófitos obrigatórios com baixa sobrevivência no solo. A 
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primeira espécie identificada desse gênero foi a H. seropedicae (BALDANI 

e outros, 1986). 

A sobrevivência da H. seropedicae foi observada e isolada em 

diversas culturas como raízes de milho (Zea mays), arroz (Oryza sativa), 

sorgo (Sorghum bicolor), cana-de-açúcar (híbridos interespecíficos de 

Saccharum) e espécies tropicais, como a bananeira (Musa spp.) e 

abacaxizeiro (Ananas comosus) (BALDANI e outros, 1986; PIMENTEL e 

outros, 1991; CRUZ e outros, 2001). 

Diversos trabalham demonstram a contribuição da H. seropedicae, 

nas culturas do arroz e milho, houve incremento de produção de grãos 

(FERREIRA e outros, 2011; BREDA e outros, 2016; ARAUJO e outros, 

2015; DARTORA e outros, 2013) e na cana de açúcar e capim elefante os 

efeitos que destacaram foram o desenvolvimento vegetativo (MATOSO e 

outros, 2016; SANTANA, 2017). 

2.3 Substâncias húmicas 

A matéria orgânica no solo pode ser encontrada de diversas formas, 

estados de decomposição e quantidade. Sob ponto de vista químico, é toda 

substância que apresenta em sua composição carbono tetravalente, tendo 

suas quatro ligações completadas por carbono, hidrogênio, nitrogênio, 

enxofre e outros elementos, incluindo substâncias microbiologicamente e/ou 

quimicamente alteradas (SILVA e outros, 2000). 

Constuinte da matéria orgânica do solo (MOS), as substâncias 

húmicas (SH) são o produto de misturas complexas e heterogêneas de 

materiais formados por reações químicas e bioquímicas durante a 

decomposição e transformação de restos vegetais, animais e microbianos, 

denominado de humificação. Composta por ácidos fúlvicos (AF), ácidos 

húmicos (AH) e humina (HU), apresentam solubilidade em meios ácidos e 

alcalinos devido a grupamentos funcionais (BALDOTTO e outros, 2014). 
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O fracionamento químico destes compostos pode ser realizado por 

ionização com extratores alcalinos, que permite a solubilização dos grupos 

hidrofílicos e hidrofóbicos, já a acidificação promove apenas a precipitação 

dos AH, por ser menos polar que a fração AF. A HU representa a fração 

orgânica insolúvel, é remanescente da extração dos AH e AF, não sendo 

extraída separadamente (IHSS, 2018; PICCOLO, 2001; SUTTON e 

SPOSITO, 2005). 

As SH formam complexos específicos com cobre (Cu
++

), manganês 

(Mn
++

), zinco (Zn
++

) e alumínio (Al
++

), e não específicos com cálcio (Ca
++

) e 

cádmio (Cd
++

), aumentando a mobilidade de íons, troca de cátions (CTC) e 

ânions do solo. Atua em amplas faixas de pH, conferindo a característica 

tamponante, mantendo o equilíbrio da solução do solo. Na fração solúvel 

AF, complexa com compostos orgânicos, deslocando-se para partes 

inferiores do perfil do solo pela ação da água, melhorando a estrutura, 

porosidade e densidade do mesmo, o que aumenta a capacidade de 

armazenamento de água no solo (CANELLAS e SANTOS, 2005; ROCHA e 

ROSA, 2003). 

Nas plantas, efeitos fisiológicos e metabólicos são atribuídos ao uso 

SH (CANELLAS e outros, 2002; ZANDONADI e outros, 2006), como o 

incremento no peso e tamanho do sistema radicular, acúmulo de nitrogênio 

(N), fósforo (P), ferro (Fe) e cobre (Cu) absorvido, devido a redução à 

formas assimiláveis pelas plantas por ação dos grupos fenólicos, quinonas e 

semiquinonas presentes nos AH (ADANI e outros, 1998; BALDOTTO e 

outros, 2007; BORCIONI e outros, 2016), desenvolvimento de pêlos 

radiculares e radicelas, aumentando a  superfície de contato com a solução 

do solo (CANELLAS e outros, 2006; OLIVEIRA AGUIAR e outros, 2009) 

e expansão celular que induz o crescimento vegetal de espécies de interesse 

agronômico (TEJADA e GONZALEZ, 2004; DELFINE e outros, 2005; 

FERRARA & BRUNETTI, 2008).  

O efeito estimulatório no sistema radicular é associado à interação 

com as SH, quando uma fração húmica de baixa massa molecular – ácido 
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fúlvico – acumula-se no apoplasto e atinge a membrana plasmática, 

induzindo alterações morfo funcionais na arquitetura da raiz 

(QUAGGIOTTI, e outros, 2004). O aumento nas atividades de síntese da H
+
-

ATPase da membrana plasmática (MP) isoladas tem sido condicionada a 

ação hormonal do tipo auxínica promovida por SH isoladas de diferentes 

fontes de MO (CANELLAS e outros, 2002; ZANDONADI e outros, 2006).  

Trabalhos realizados com SH têm apresentado resultados 

satisfatórios em várias culturas, proporcionando melhor desenvolvimento 

vegetativo de abacaxi (SANTOS e outros, 2014) e uma melhor formação da 

copa de goiaba (NUNES e outros, 2014). 

A produção de matéria seca de milheto (Pennisetum glaucum) 

aumentou em 28,25% e 112,85% a massa seca do sistema radicular na dose 

de 30 mg.L
-1

 de SH. Silva e outros, (2000a) relataram o aumento nos teores 

no grão de aveia preta de P em 123%; K em 35,54%, Ca em 62,71%, N em 

63% e diminuiu a quantidade de Ni, Pb, Cd e Hg em 54,88%, 30,19%, 

54,06% e 28,57% respectivamente, devido seu poder de complexação de 

metais pesados. Em outro trabalho o mesmo autor observou o incremento da 

parte aérea em 289,71% de alface cultivar Aurélia, em presença de SH. 

(SILVA e outros, 2000b) 

É fundamental determinar em que características morfológicas das 

plantas (incluindo os genótipos) que se desejam incrementos, quais são as 

doses de maior eficiência dos ácidos húmicos, e de que fonte os ácidos 

húmicos devem ser extraídos a fim de assegurar o sucesso do uso deste 

bioestimulante (BALDOTTO e BALDOTTO, 2014). 

2.4 Substâncias húmicas associadas à bactérias diazotróficas 

Estudos com bactérias diazotróficas endofíticas (BDE) associadas a 

substâncias húmicas (SH) ainda são em baixo número apesar do enorme 

potencial já comprovado, como o incremento na produção agrícola, 
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mitigação do efeito de estresse de planta e proteção de microrganismos, 

promovidos por estes insumos biológicos (OLIVARES e outros, 2017). 

As principais alterações morfológicas que ocorrem nas plantas 

atribuídas à associação de BDE – SH são o aumento da emergência de raízes 

laterais, densidade e comprimento de pelos radiculares, formação e liberação 

de células de borda, proporcionando assim, maior área superficial de contato 

para a fixação de bactérias. Tal alteração permite aumento da população 

associado à planta, devido ao aumento do número de aberturas ao longo da 

parede das membranas (FRANKENBERGER e outros, 1995; CASIMIRO e 

outros, 2003; NIBAU e outros, 2008; TREVISAN e outros, 2011; 

DRIOUCH e outros, 2013). 

Em termos fisiológicos, as modificações oscilam entre o aumento de 

quantidade e diversidade de compostos exsudados, estimulação da 

membrana plasmática H
+
-ATPase, liberação de compostos de ação 

semelhante às auxinas e absorção de nutrientes como N, P, K, Ca e Mg 

(RAYLE e outros, 1992; LIMA e outros, 2014; RAMOS e outros, 2015). 

O primeiro experimento usando a aplicação de BDE juntamente com 

SH foi realizado em semente de cana de açúcar, os principais resultados 

encontrados foram à melhoria das raízes em comprimento (de 60 a 118%) e 

área superficial (33 a 233%) dos tratamentos em relação ao controle 

(MARQUES JÚNIOR e outros, 2008). Entretanto, a metodologia empregada 

envolvia o tratamento térmico das sementes de cana de açúcar, o que limita a 

esse tipo de inoculação dada a produção em larga escala, chegando a 9 

milhões de ha
-1

 no ano anterior (CONAB, 2018b)  

A aplicação foliar de soluções de BDE - SH em cana de açúcar foi 

então adotada como método de inoculação, sendo superior a aplicação em 

sulco. A aplicação 60 dias após a emergência da planta teve um rendimento 

37% superior comparado ao tratamento controle (SILVA e outros, 2017). 

Sob condições adversas de estresse hídrico, a inoculação de bactérias 

combinada com ácidos húmicos (AH) extraído de compostagem promoveu 

efeito positivo na mitigação de danos causados pelo estresse abiótico, dado 
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que, AH induz a atividade de enzimas antioxidantes, enquanto a BDE induz 

o fechamento dos estômatos, preservando o potencia hídrico e o teor relativo 

de água (TRA), promovendo a preservação da água nas plantas (AGUIAR e 

outros, 2016). 

Em feijão comum (Phaseolus vulgaris L), plantas co-inoculadas com 

Rhizobium tropici na presença de SH submetidas ao estresse hídrico 

apresentaram resultados qualitativos semelhantes ao da cana de açúcar. O 

teor relativo de água, número e massa de nódulos foram maiores em plantas 

com o tratamento co-inoculado, assim como a atividade da enzima 

fenilalanina amônia liase (PAL), o que proporcionou melhor recuperação das 

plantas após o estresse (DA PIEDADE MELO e outros, 2017).  

A cultura do milho foi também avaliada quanto à inoculação 

associada à SH, os resultados foram o aumento do crescimento das raízes, 

massa de matéria fresca, 44% e 26% respectivamente, em relação ao 

controle, em plântulas com sete dias após a semeadura (CONCEIÇÃO e 

outros, 2008). Em campo, a produção de grãos foram 65% maior em plantas 

que receberam aplicação por pulverização foliar de BDE – SH, no estádio v6 

de desenvolvimento, além de apresentarem maior sistema radicular, 

alterações no metabolismo de carboidratos e nitrogênio (N), resultando em 

um processo fotossintético mais eficiente em condições de baixa N, 

sugerindo um efeito sinérgico entre BDE e as SH (CANELLAS e outros, 

2017).  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Descrição do local de desenvolvimento dos experimentos  

O estudo foi conduzido em área Experimental do Campus da 

Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, em Vitória da Conquista, 

localizado no Sudoeste do Estado da Bahia, a 14° 51' latitude Sul, 40° 50' 

longitude oeste, a 928 metros de altitude. O clima dessa região é classificado 

como Tropical de altitude, em que a temperatura média anual é de 19,5 ºC, 

com precipitação pluviométrica que oscila entre 700 e 1000 mm anuais, de 

acordo com Köppen (1936), tendo como período mais chuvoso os meses de 

novembro a março. 

3.2 Obtenção e multiplicação do inóculo; preparo do inoculante 

turfoso contendo bactérias diazotróficas; material genético e substância 

húmica 

Foram utilizados três isolados nativos com características 

semelhantes a bactérias do gênero Herbaspirullum spp. e Azospirillum spp, a 

saber: três isolados nativos, sendo um isolado de Herbaspirillum frisingense 

(J9), um isolado de Azospirillum brasilense (N11) identificados por Sousa 

(2017), e o inóculo J15 ainda não identificado, todos isolados por Santos 

(2013) , e uma estirpe de Herbaspirillum seropédica (ZAE94), cedida pela 

EMBRAPA Agrobiologia. 

Os isolados utilizados como inoculantes foram multiplicadas em 5 

mL de meio DYGS durante 24 horas sob agitação de 150 rpm e temperatura 

de 30°C. Posteriormente, uma alíquota de 100 µL de cada cultura com uma 

densidade ótica (D.O600=1) foi adicionada a erlenmeyers de 250 mL 

contendo 25 mL de meio DYGS e os inóculos foram cultivados durante 24 

horas sob agitação de 150 rpm e temperatura de 30°C. O número de células 

viáveis foi determinado pelo método da diluição seriada em placas contendo 

meio sólido DYGS. 
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Em sequência, os isolados com uma população estabelecida de 10
9
 

células g
-1

 foram homogeneizadas em veículo turfoso, acondiciona em estufa 

bacteriológica de circulação de ar (SL 101), em temperatura de 30ºC.  Após 

72 horas, o material turfoso contendo os isolados de inoculante foi 

adicionado às sementes dos genótipos de milho, na proporção de 250g de 

inoculante para 10 kg de semente de milho (ALVES, 2007). Para 

homogeneizar o experimento, o material turfoso esterilizado, foi adicionado 

às sementes na proporção de 25g de turfa para cada quilo de semente 

(25g/kg de semente), nos tratamentos sem inoculação. 

A escolha do material genético levou em consideração o uso por 

produtores locais, que, de acordo o nível tecnológico tem preferência pelos 

genótipos de milho híbrido AG 1051 e a variedade AL Bandeirante. 

A substância húmica utilizada no experimento foi adquirida 

comercialmente, utilizando o fertilizante químico descrito na Tabela 1, 

conforme análise química realizada pelo Laboratório de análises da 

Faculdade Arnaldo Horácio Ferreira (FAAHFLAB), de Luís Eduardo 

Magalhães – BA, pelo Método volumétrico Dicromato de potássio (MAPA, 

2017), na dosagem de 9 kg/ha
-
¹. 

Tabela 1. Composição química do produto fertilizante comercial contendo 

Substâncias Húmicas 

DETERMINAÇÃO  VALORES UNIDADE 

N Total 0,45 % 

P2O5 Total 0,08 % 

P2O5 ÁC. Cítrico 2% 0,02 % 

K2O H20 2,00 % 

Ca Total 0,26 % 

Mg Total 0,30 % 

S Total 0,12 % 

Zn Total 0,00 % 

B Total 0,00 % 
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Cu Total 0,00 % 

Mn Total 0,00 % 

Fe Total 0,26 % 

C.O. 4,75 % 

CTC/C 0,00 % 

pH 9,65  

Umidade 11,10 % 

Densidade 0,82 M/V 

Si Total 3,85 % 

Al Total 1,85 % 

Co Total 0,00 % 

Ácido Fúlvico 2,34 % 

Ácidos Húmico 3,65 % 

3.3 Avaliação da parte vegetativa de genótipos de milho 

O ensaio foi conduzido em área aberta do Campus descrita no item 

3.1. O solo utilizado foi retirado da camada 0 - 20 cm do horizonte A de um 

Latossolo Amarelo típico, coletados no mesmo local. A análise química do 

solo apresentou os seguintes resultados: pH em água = 5,2; P = 58,2 mg/dm
-

³; Ca = 23,08 mmolc/dm
-
³; Mg = 5,31 mmolc/dm

-
³; K = 0,52 mmolc/dm

-
³; 

Al+H = 21 mmolc/ dm
-
³ M.O = 21 g/dm

-
³. A correção foi feita conforme a 5ª 

aproximação – Recomendação para uso de corretivos e fertilizantes de 

Minas Gerais (CHAGAS e outros, 1999), para produtividade entre 4 e 6 t/ha
-

1
 de milho grão. Foram utilizados 300 mg/kg

-1
 de P205 usando como fonte o 

superfosfato simples e 150 mg/kg
-1

 de K2O, na forma de cloreto de potássio, 

a adubação nitrogenada foi realizada após semeadura, a fim de não interferir 

no processo de infecção dos inóculos. Foram aplicados  35mg/kg
-1

 de 

fertilizante industrial, contendo substância húmica. A precipitação 

acumulada e a média das temperaturas máxima e mínima do período estão 

expressas na Figura 1. 
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Figura 1. Índices meteorológicos de dezembro de 2017 a maio de 2018 

 

3.3.1 Delineamento do experimento 

O delineamento experimental utilizado para avaliação da fase inicial 

da cultura, implantado em vaso, foi inteiramente casualizados, em esquema 

fatorial triplo 5x2x2 com seis repetições, sendo o primeiro fator a ausência 

de bactéria, uma estirpe ZAE94 e três inóculos nativos, J9, N11 e J15, o 

segundo fator a ausência e presença de substância húmica descrita no item 

3.2, e o terceiro fator é composto por dois genótipos diferentes de milho (Zea 

mays L.), o híbrido AG 1051 e variedade Al bandeirante, findando em 120 

parcelas. 

Para avaliação da produtividade em campo, foi adotado o 

delineamento em blocos casualizados (DBC), em esquema fatorial triplo 
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5x2x2, com quatro repetições, avaliando os tratamentos anteriormente 

descritos, totalizando 80 parcelas. 

3.3.2 Implantação dos experimentos 

O experimento de vaso foi implantado no dia 20/12/2017. A 

semeadura foi realizada em vasos com capacidade para 20 kg, utilizando 4 

sementes, previamente tratadas, por vaso. O vaso continha solo descrito no 

item 3.3 + areia na proporção 2:1 (v/v). Aos 10 dias após semeadura (DAS) 

foi realizada aplicação de 20 kg/ha
-1

 de N na forma de uréia, requerido para 

o desenvolvimento inicial da cultura. Após a emergência foi feito o desbaste 

das plantas de forma a conter duas plantas por vaso. Aos 35 DAS, após a 

primeira avaliação, foi realizada uma segunda aplicação de N na forma de 

uréia, na dosagem de 40 kg/ha
-1

. 

O experimento a campo foi instalado em 07/12/2017. O preparo do 

solo constou de uma aração e duas gradagens e, posteriormente, abertura dos 

sulcos com trator, de acordo com os espaçamentos das parcelas, que 

apresentavam quatro linhas de três metros de comprimento com 

espaçamento entre linhas de 0,70 m e 1 m entre os blocos. A área útil da 

parcela constava das duas linhas centrais, com bordaduras de 0,70 m nas 

extremidades. 

A adubação de campo foi realizada de acordo com a recomendação 

da Comissão de Fertilidade do Solo do Estado de Minas (CHAGAS e outros, 

1999), segundo a análise química do solo que apresentou os seguintes 

resultados: pH em água = 6,5; P = 16 mg dm
-
³; K = 0,27 cmolc/dm

-3
; Ca: 3,2 

cmolc /m
-3

, M.O = 14 g/dm
-
³. A adubação de correção consistiu de 60 kg/ha

-1
 

de P2O5 e 20 kg/ha
-1

 K2O, usando como fonte o superfosfato simples e 

cloreto de potássio, respectivamente, aplicados no sulco da semeadura de 

todos os tratamentos. A fonte de N utilizada foi a uréia, aplicado 40 kg/ha
-1

 

aos 12 DAS e 40 kg/ha
-1

 em cobertura aos 35 e 40 kg/ha
-1

 aos 45 dias após 
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plantio. Aos 45 dias após o plantio, foi realizada uma adubação foliar com 

sulfato de zinco a 1%, neutralizado com cal hidratada a 0,5%. 

A substância húmica foi adicionada no sulco do plantio antes da 

semeadura na dose de 35 g/m
-1

 apenas nos seus respectivos tratamentos. 

A semeadura foi realizada manualmente nos sulcos das parcelas, nas 

quais foram semeadas 72 sementes por linha. Para diminuir os riscos de 

contaminação, as luvas eram trocadas a cada parcela. Os tratamentos com 

inoculação receberam a proporção referente a 250 g de inoculante turfoso 

para cada 10 Kg de sementes de milho. Aos vinte dias após o plantio (DAP) 

foi realizado o desbaste, permanecendo 24 plantas por linha. 

O sistema de irrigação foi por aspersão convencional e o tempo de 

rega estimado de acordo as precipitações e temperatura do dia. Os tratos 

culturais e controle de pragas foram realizados de acordo com a necessidade 

da cultura. 

3.3.3 Variáveis Analisadas 

Foram realizadas duas avaliações para o experimento conduzido em 

vasos. Aos 35 DAS foi realizada a retirada de 60 parcelas e aos 65 dias as 

outras 60 parcelas. As variáveis analisadas foram: altura de planta (AP) com 

auxilio de régua graduada em centímetros, diâmetro de caule (DC) com 

paquímetro digital expresso em centímetros, matéria fresca do sistema 

radicular em gramas (MFSR), matéria seca do sistema radicular expresso em 

gramas (MSSR), matéria fresca da parte aérea expresso em gramas (MFPA), 

matéria seca da parte aérea (MSPA), índice SPAD (SPAD), utilizando 

aparelho clorofiLOG da marca FALKER®, modelo CFL, N total (g/kg). O 

teor de N foi determinado pela digestão de Kjeldahl, conforme descrito por 

Bremner & Mulvaney (1982). A segunda avaliação ocorreu aos 65 DAS 

(28/02/2018), para as mesmas variáveis analisadas, nas parcelas restantes. 

A coleta de dados de campo foi realizada no dia 18/05/2018, quando 

as plantas de milho atingiram a maturidade fisiológica e apresentava 
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umidade média de 13%. Foram colhidas manualmente 10 espigas da área útil 

de cada parcela. As espigas foram levadas para estufa de secagem a 65ºC por 

72 horas, para atingirem umidade de 13%. 

As variáveis analisadas foram: produtividade estimada por hectare 

(PE), obtida pela estimativa de plantas por hectare; comprimento da espiga 

(CE) utilizando régua graduada; diâmetro de espiga (DE) realizado com 

paquímetro digital e peso de 1000 grãos (PCG), em balança analítica 

(modelo AY220, precisão de 0,0001). A frequência de grãos, obtidos na 

pesagem de 4 grãos, escolhidos de forma aleatoria, repetindo 25 vezes, 

totalizando 100 grãos pesados. O resultado foi separado em 10 classes, de 

acordo com o peso, que variou de 0,30 a 0,55 gramas.  

3.3.4 Análise Estatística dos dados 

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância, e as 

médias, comparadas pelo teste de Skott Knott a 5% de probabilidade, no 

programa Sisvar 5.6 (FERREIRA, 2010). Os gráficos foram construídos no 

programa SigmaPlot 12.0. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os resultados obtidos no experimento conduzido em vaso 

demonstraram que a inoculação de bactérias diazotróficas e o uso de 

substâncias húmicas (SH) nos genótipos estudados, não influenciaram 

significativamente alguns dos parâmetros avaliados: altura de planta (AP), 

diâmetro do colmo (DC), matéria seca da parte aérea (MSPA) e massa seca 

sistema radicular (MSSR), tanto na avaliação realizada aos 35 dias após a 

semeadura (DAS) quanto para a avaliação realizada aos 65 DAS.  

As demais características estudadas, matéria fresca da parte aérea 

(MFPA), matéria fresca do sistema radicular (MFSR), Índice SPAD (SPAD), 

e nitrogênio Total (N Total) houve diferença significativa em pelo menos uma 

das avaliações realizadas, aos 35 DAS e 65 DAS (Tabela 2 e 3). 

Tabela 2. Resumo da análise de variância dos dados obtidos para as variáveis 

de massa fresca da parte aérea (MFPA), massa fresca do sistema radicular 

(MFSR), dos tratamentos submetidos à inoculação de isolados de bactérias 

diazotróficas e substância húmica nos genótipos de milho AG 1051 e AL 

Bandeirante, avaliados aos 35 dias após a semeadura (DAS). 
 QUADRADO MÉDIO 

FV MFPA MFSR  

BAC 849,060NS 541,720NS  

SH 3762,158* 372,902NS  

GENÓTIPO 849,060NS 8612,182*  

BAC*SH 359,971 NS 106,522NS  

BAC*GEN 1629,460* 1278,222*  

SH*GENÓTIPO 383,699 NS 0,713NS  

BAC*SH*GEN 587,853NS 190,566NS  

erro 530,218 302,952  

CV (%) 18,92 22,01  
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* e 
NS

, significativo e não significativo pelo teste Scott-Knott a 5% de 

probabilidade, respectivamente. 

 

Tabela 3. Resumo da análise de variância dos dados obtidos para as variáveis 

de massa fresca da parte aérea (MFPA), massa fresca do sistema radiculr 

(MFSR) e Índice SPAD (SPAD), nitrogênio g/kg (N g/kg) submetidas à 

inoculação de bactérias diazotróficas e substância húmica em dois genótipos 

de milho, avaliados aos 65 dias após a semeadura (DAS). 
  QUADRADO MÉDIO 

FV GL MFPA MFSR SPAD N(g/kg) 

BAC 4 2937,478
NS

 1291,734
NS

 14,732
NS

 0,0578
NS

 

SH 1 1600,736
NS 

 3436,174
NS

 143,359
*
 0,340* 

GENÓTIPO 1 849,534
NS

 31351,118
*
 112,751

NS
 0,005

NS
 

BAC*SH 4 11255,175
*
 2212,855

NS
 5,327

NS
 0,0390

NS
 

BAC*GEN 4 3820,195
NS

 2026,735
 NS

 51,498
 NS

 0,026
NS

 

SH*GENÓTIPO 1 2123,079
NS

 4181,680
NS

 26,733
NS

 0,0224
NS

 

BAC*SH*GEN 4 9343,961
NS

 2424,871
NS

 77,773
NS

 0,035
NS

 

erro 4 4129,506 2199,506 31,238 0,022 

       CV (%)  18,18     27,03 14,44     14,97 

* e 
NS

, significativo e não significativo pelo teste Scott-Knott a 5% de 

probabilidade, respectivamente. 

Na Tabela 4, observa-se que houve um incremento de 14% na MSPA, 

nos tratamentos em presença de substância húmica, indicando que a SH 

estimulou o crescimento e produção de biomassa das plantas de milho. Pode-

se, portanto, que este acúmulo é resultado de seu comportamento hormonal 

semelhante à auxina exógena, homônimo responsável pelo crescimento 

vegetal, bem como a melhoria na estrutura do solo, promovido pela substância 

húmica, que disponibilizou melhor aporte de nutriente. 

Tabela 4. Média da variável massa fresca da parte aérea (MFPA) em função 

da ausência e presença de substância húmica, aos 35 dias após semeadura 

(DAS). 
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Médias seguidas de mesma letra não diferem entre sim pelo teste Scott-Knott 

a 5% de probabilidade. 

 

Tahir e outros (2011) observaram aumento significativo do peso de 

massa fresca em plantas de trigo cultivadas em vasos com solos calcários e 

não calcários. O incremento se deu em 25% no tratamento com concentração 

de 60 mg/kg
-1

 de AH, em relação ao tratamento não submetido à aplicação. 

Em condições de hidroponia, dados experimentais corroboram com os 

resultados encontrados no presente trabalho, para plantas de milho. 

Eyheraguibel e outros (2008), relataram aumento de 65% no peso fresco de 

plantas de milho aos 60 DAS. Estes valores foram associados a uma melhor 

síntese de biomassa das plantas e uma maior eficiência hídrica nos tratamentos 

com 50 mg/l
-1

 de SH em relação ao controle.  Schiavon e outros (2010), 

relataram acréscimo de 115% na massa fresca de plântulas de milho aos 14 

dias após a germinação em tratamentos com dose de 1 mg/l, atribuindo às altas 

concentrações de AIA presente na dose de SH aplicadas no experimento. 

O desdobramento da interação dupla da matéria fresca da parte aérea 

(MFPA) e do sistema radicular (MFSR) aos 35 DAS (Tabela 5) indica que, 

nas condições testadas, entre os genótipos, o hibrido AG 1051 foi mais 

responsivo à inoculação do que a variedade Al bandeirante, para ambas as 

variáveis.  

Em presença de inóculo, houve incremento de 2 a 9% de MFPA e 14 a 

19,5% de MFSR em relação ao tratamento que não foi inoculado para a 

variedade, enquanto que para o híbrido o incremento ocorreu apenas no 

tratamento com inóculo J9 (13% e 16%), para MFPA e MFSR, 

respectivamente. 

 

Tabela 5. Desdobramento da interação entre genótipos de milho híbrido AG 

1051 e variedade AL Bandeirante com presença e ausência de inoculação de 

SUBSTÂNCIA HÚMICA MFPA 

AUSÊNCIA 113,77  b 

PRESENÇA 129,60  a 
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isolados de bactéria diazotróficas da variável matéria fresca da parte aérea 

(MFPA) e matéria fresca do sistema radicular (MFSR), aos 35 dias após 

semeadura (DAS). 
   MFPA           MFSR 

INOCULAÇÃO  AG 1051 AL BAND AG 1051 AL BAND 

Sem Inóculo 133,22 aA 113,93 aA 95,58 aA 61,06 aB 

J9 150,80 aA 116,08 aB 111,36 aA 61,06 aB 

Z94 127,73 aA 115,24 aA 77,35 bA 72,96 aA 

J15 120,87 aA 119,13 aA 99,77 aA 70,93 aB 

N11 96,08  bB 123,76 aA 71,33 bA 69,57 aA 

Médias seguidas de letras minúscula na coluna e maiúsculas na linha são 

iguais significativamente pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade 

Os genótipos apresentaram comportamento distinto. Essas diferenças 

entre os genótipos em face da presença de bactérias diazotróficas é uma 

característica que demonstra um potencial do milho híbrido e que pode ser 

satisfatoriamente explorada pelo melhoramento genético. 

Os resultados encontrados divergem com o trabalho de Jesus (2014), 

que observou o incremento de 48% na MFPA e MFSR da variedade Al 

Bandeirante, em face do uso dos mesmos inóculos. O maior incremento 

encontrado na variedade foi atribuído à rusticidade do genótipo, quando 

comparada ao híbrido AG 1051 submetidos à mesma condição.  

A divergência entre os trabalhos pode ser explicada pela diferença na 

época de implantação do trabalho. Gyaneshwar e outros, (2002) sugere que a 

interação entre genótipo e ambiente tenha expressiva influência sobre a 

eficiência dos organismos diazotróficos. 

O mecanismo mais relatado para explicar os efeitos positivos da 

inoculação com bactérias diazotróficas é a capacidade de produzir auxina. O 

ácido indol acético (AIA) presente na auxina é sintetizado pelas bactérias e 

possui um papel importante na promoção do crescimento de plantas, de forma 

direta, na síntese de metabólitos primários ou indireta, aumentando a absorção 
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de nutrientes (BASHAN e outros, 2004; PATEL e outros, 2015; 

OLANREWAJU e outros, 2017). Riggs e outros, (2001) relataram aumento no 

peso total de plantas inoculadas com Burkholderia spp, Azospirillum 

brasilense e H. seropedicae em comparação com o tratamento que não 

recebeu a inoculação. 

 Ao avaliar a quantidade de clorofila através do índice SPAD (Tabela 

6), verificou-se que, em presença de SH, o teor de clorofila foi 8,4% maior 

que em plantas em ausência de SH, podendo pressupor que a SH atua no 

aumento da quantidade de cloroplastos da célula da planta, que implica em 

maior absorção de fótons de luz, que reflete valores de leitura SPAD 

superiores. 

Tabela 6. Média das variáveis índice Spad (SPAD) e nitrogênio total (N g/kg
-

1
) em função da presença e ausência de substância húmica, aos 65 dias após 

semeadura (DAS). 
SUBS. HÚMICA SPAD N TOTAL 

PRESENÇA 40,28 a 1,08 a 

AUSÊNCIA 37,16 b 0,93 b 

 Médias seguidas de mesma letra não diferem entre sim pelo teste Scott-Knott 

a 5% de probabilidade. 

Jannin e outros (2012) estudaram o comportamento da canola a adição 

de bioestimulante contendo SH e observaram que, plântulas tratadas com SH e 

avaliadas aos 1, 3 e 30 dias após inicio do experimento, apresentaram valores 

de leitura de clorofila pelo SPAD crescente.  

Os autores realizaram medições da taxa de fotossíntese líquida que 

demonstraram um aumento da atividade fotossintética aos 3 e 30 dias após o 

contato com a solução de SH. Observações microscópicas mostraram que, no 

tratamento contendo 100 mg/l
-1 

de SH, o cloroplasto possuía maiores 

quantidade de amido em comparação com as plantas não tratadas, inferindo 

que, a SH não tem influência apenas na fase fotoquímica, mas também incita o 

aumento da atividade da fase bioquímica da fotossíntese. 
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Outra característica atribuída a SH é o atraso da senescência foliar, 

com o aumento no número de cloroplastos, assim, prolongaria o ação 

fotossintetizante da planta. Etienne e outros (2007), Park e outros (2007), e 

Desclos e outros (2008) observaram que a regulação de alguns genes que 

codificam os inibidores de protease, limitando a degradação da proteína das 

folhas e protege a degradação da clorofila. 

Pinton e outros (1999) em estudo utilizando substâncias húmicas, 

avaliaram que após a exposição à SH e solução de nitrato, simultaneamente, 

houve a estimulação da atividade da membrana plasmática próton-ATPase 

(PM H
+
-ATPase) após 4 horas, e o mesmo estímulo foi observado solução 

que não continha nitrato, inferindo que, a SH atua na modulação da bomba 

de prótons no sistema radicular das plantas. 

Já a influência da SH sobre o teor de nitrogênio total (Tabela 6), 

nota-se que em houve diferença significativa em presença da SH. Um 

incremento médio 16% na quantidade de nitrogênio por kg de matéria seca. 

Este resultado sugere que as SH estimulam o acúmulo de nitrato nas folhas, 

devido a uma maior eficiência na captação e translocação do NO3
-
. 

Quaggiotti e outros (2004) concluíram que os ácidos húmicos 

presentes na SH estimula a absorção de nitrato e amônio no milho, através 

da regulação da síntese de mRNA da forma Mha2 da H
+
-ATPase, sugerindo 

que, além da ação direta sobre o sistema radicular do milho, o efeito é 

prolongado ate a parte aérea da planta, nos genes ZmNrt2.1 e Mha1. 

Os efeitos das SH na planta variam de acordo com as doses 

empregadas, a fonte de obtenção utilizada (lodo de esgoto, turfa, leonardita 

australiana, compostagem e outros), o grau de purificação (desagregação das 

partes húmica, fúlvica e humina), assim como a forma de aplicação ou tipo 

de substrato utilizado (AYUSO e outros, 1996). 

Pela Tabela 7, verifica-se que, a associação da SH e inoculação de 

bactérias diazotróficas contribuíram para o aumento da massa fresca da parte 

aérea das plantas de milho aos 65 DAS em 9% em presença da SH sem a 

inoculação, e 32,20% em associação da SH com o inóculo J9. 
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Isto sugere que, os efeitos exercidos pelas SH no sistema radicular, 

promovem o aumento em tamanho e número de raízes, provocando uma maior 

área de contato para o estabelecimento endofítico da bactéria na planta, uma 

vez estabelecida, a bactéria promotora de crescimento estimula a bomba de 

prótons da membrana plasmática que por diferença de gradiente acarreta na 

maior absorção de nutrientes e água para incremento da biomassa na planta. 

Tabela 7. Desdobramento da interação entre presença e ausência de 

substância húmica (SH) e inóculos de bactérias diazotróficas e ausência de 

inoculo da variável matéria fresca da parte aérea (MFPA), aos 65 dias após 

semeadura (DAS). 

 SUBSTÂNCIA HÚMICA 

INOC. AUSÊNCIA PRESENÇA 

Sem Inóculo 352,80 aA 383,59 aA 

J9 298,99 aB 395,25 aA 

Z94 336,08 aA 351,41 aA 

J15 383,49 aA 360,25 aA 

N11 370,21 aA 302,74 aA 

Médias seguidas de letras minúscula na coluna e maiúsculas na linha são 

iguais significativamente pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

Canellas e outros, (2013) observaram que a inoculação de milho com 

H. seropedicae na presença de 20 mg/l
-1

 de SH induziu a emergência da raiz 

lateral nos estágios iniciais de crescimento das plantas, em condição 

hidropônica. No experimento foram constatados o estímulos da membrana 

plasmática H
+
-ATPase, que favoreceu a colonização pela bactéria promotora 

de crescimento. O efeito sinérgico da associação promoveu o aumento na 

produção de grãos, quando avaliado em campo. 

Conceição e outros, (2008) estudaram o efeito do recobrimento de 

sementes de milho com SH, bactérias diazotróficas endofíticas e o uso em 

conjunto de AH e bactérias na estimulação do crescimento vegetal e na 

população de bactérias estabelecidas na planta hospedeira. Os autores 
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observaram que a adição de AH, bactérias e o uso em conjunto estimularam 

em 12%, 14% e 12,5%, respectivamente, a massa fresca da parte aérea.  

Ao avaliar o efeito isolado dos genótipos utilizados, foram 

observados aumentos significativos para o híbrido na matéria seca do 

sistema radicular tanto aos 35 DAS quanto aos 65 DAS (Tabela 8). 

Tabela 8. Média da variável massa seca do sistema radicular (MSSR) dos 

genótipos de milho híbrido AG 1051 e variedade Al Bandeirante, aos 35 e 

65 dias após semeadura (DAS). 

GENÓTIPOS 35 DAS 65 DAS 

AG 1051 15,09 a 196,36 a 

AL BAND 11,79 b 150,67 b 

Médias seguidas de mesma letra não diferem entre sim pelo teste Scott-Knott 

a 5% de probabilidade. 

 

Nota-se que houve um incremento de 28% na massa seca do sistema 

radicular do híbrido em comparação com a variedade nas condições estudadas, 

aos 35 DAS. Aos 65 DAS, o híbrido incrementou 30,3% a mais que a 

variedade. Os genótipos apresentaram comportamento diferenciado para essa 

variável, sendo que, os resultados foram independentes dos tratamentos 

estudados. 

Para o experimento a campo, houve interação significativa para o fator 

genótipo nas variáveis analisadas diâmetro de espiga (DE), comprimento de 

espiga (CE) e massa de mil grãos (1000G) e produtividade estimada (PE) 

(Tabela 9). 

Tabela 9. Resumo da análise de variância dos dados obtidos em experimento 

a campo para as variáveis de diâmetro de espiga (DE), comprimento de espiga 

(CE), massa de mil grãos (1000G) e produtividade estimada (PE), submetidas 

à inoculação de isolados de bactérias diazotróficas associada à presença e 

ausência de substância húmica em dois genótipos de milho AG 1051 e Al 

Bandeirante. 

  QUADRADO MÉDIO 

FV GL DE CE 1000 G  PE 

ISOL 4 0,201NS 1,638NS 118,79NS  921000,600NS 

SH 1 0,135NS 1,725NS 376,451NS  172679,744NS 
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GENÓTIPO 1 816,83* 9,975* 3662,3*     654020670,5* 

ISOL*SH 4 1,264 NS 1,086NS 85,150NS  2052465,795NS 

ISOL *GENÓT 4 1,410 NS 0,874NS 136,832NS  1427409,204NS 

SH*GENÓT 1 0,044 NS 0,657NS 649,800NS  27683,124NS 

ISOL*SH*GEN 4 0,502 NS 1,109NS 221,469NS  913372,306NS 

REP 3 1,992 NS 0,848NS 38,774 NS  975971,681NS 

erro 57 0,734 1,493 204,946  901353,9255 

CV (%)  1,63 6,16 4,96  5,6 

* e 
NS

, significativo e não significativo pelo teste Scott-Knott a 5% de 

probabilidade, respectivamente. 

As variáveis diâmetro de espiga (DE), comprimento de espiga (CE), 

massa de mil grãos (1000G) e produtividade estimada (PE) foi influenciada 

estatisticamente pelos tratamentos a que foram submetidos. O híbrido de 

milho AG 1051 foi superior em todas as variáveis, com incrementos de 

12,9%, 3,6%, 4,8% e 40,5%, respectivamente, em relação à variedade AL 

Bandeirante (Tabela 10). O resultado encontrado demonstra o potencial de 

resposta do milho híbrido, fator que, pode ser explorado pelos geneticistas. 
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Tabela 10. Média das variáveis diâmetro de espiga (DE), comprimento de 

espiga (CE), massa de mil grãos (1000G) e produtividade estimada (PE) dos 

genótipos AG 1051 e variedade Al Bandeirante. 
GENÓTIPO DE CE 1000G PE 

AG 1051 55,65 a 20,19 a 295,31 a 19824,76 a 

AL BAND 49,26 b 19,48 b 281,78 b 14106,28 b 

Médias seguidas de mesma letra não diferem entre sim pelo teste Scott-Knott 

a 5% de probabilidade. 

 

Segundo Ohland e outros (2005), o comprimento e o diâmetro de 

espiga, o número de espigas por área e a densidade dos grãos são 

características que determinam o potencial de produtividade e o peso da massa 

de cem grãos é uma característica influenciada pela disponibilidade de 

nutrientes e pelas condições climáticas durante os estádios de enchimento dos 

grãos. Todas essas variáveis são induzidas pelo genótipo. 

Araújo e outros (2012) evidenciaram como primordial estabelecer 

critérios para distinguir genótipos de milho em termos de afinidade com 

estirpes de microrganismos, tanto do ponto de vista de produção de fito-

hormônios como em termos de FBN, fatores esses que interferem diretamente 

na produtividade. 

Santos (2018) avaliou o desempenho agronômico do milho AG 

1051, em função da inoculação das sementes, verificou que a inoculação com 

estirpes de H. seropedicae e Azospirillum brasilense em função de doses de N, 

incrementou em 1,8%, 3,5% e 12,2% as variáveis diâmetro de espiga, 

comprimento de espiga e produtividade estimada, respectivamente, 

corroborando com os resultados encontrados no presente trabalho. 

Na distribuição da densidade de classe de grãos (Figura 2 e 3), a 

associação da inoculação com isolados de bactérias diazotróficas + SH 

apresentou uma porcentagem maior de grãos entre 0,42g a 0,44g para o 

híbrido de milho AG 1051 (Figura 2), enquanto que para a variedade os 

valores foram entre 0,40g e 0,45g (Figura 3).  

Nos tratamentos que havia apenas a SH, houve um comportamento 
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uniforme entre as classes para o híbrido, apresentando um deslocamento para 

as classes de maior média de peso que a testemunha. O mesmo 

comportamento para o tratamento contendo apenas SH foi observado para a 

variedade, que expôs maior pico de frequência para classes de maior peso 

que a testemunha. 
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Figura 2. Densidade de frequência de grãos em relação a diferentes classes 

de peso do híbrido de milho AG1051 em presença de substância húmica; 

inoculação com isolados de bactéria diazotróficas + substância húmica e 

tratamento testemunha. 
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Figura 3. Densidade de frequência de grãos em relação a diferentes classes 

de peso do híbrido de milho variedade Al Bandeirante em presença de 

substância húmica; inoculação com isolados de bactéria diazotróficas + 

substância húmica e tratamento testemunha. 

A SH interage com os nutrientes presentes no solo, afetando de 

forma direta e indireta a biodisponibilidade destes através de sua capacidade 

de formar complexos com íons metálicos. Esta interação aumenta a 

disponibilidade de micronutrientes como zinco, manganês, cobre e ferro; e 

macronutrientes como o fósforo (GARCÍA e outros, 2016), elemento 

responsável pela nutrição da planta e transferência de energia na síntese de 

substâncias orgânica (PRIMAVESI, 1985) e substancialmente requerida para 

a formação enchimento de grãos (BÜLL, 1993; COELHO e FRANÇA, 

1995). 

Os genótipos de milho estudados responderam positivamente com o 

incremento na massa de grão em resposta ao tratamento contendo SH e 

bactérias diazotróficas. Tal interação era esperada, haja vista que, o uso de 

suspensão de células de bactérias diazotróficas endofíticas juntamente com 
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SH’s solúveis promove o aumento da colonização epifítica e endofítica da 

planta hospedeira pelas bactérias (CANELLAS e outros, 2013). 

É sabido que a interação entre o milho e bactérias diazotróficas são 

dependentes dos genótipos da planta e dos microrganismos envolvidos na 

associação (GARCIA DE SALOMONE e DÖBEREINER, 1996) o que 

concorda com o resultado obtido no presente, onde o híbrido de milho AG 

1051 foi superior estatisticamente que a variedade estudada. 

Diante do exposto, a metodologia proposta neste trabalho pode vir a 

ser uma ferramenta importante na conservação dos recursos não renováveis, 

mantendo a produtividade das culturas comerciais. 

 

 

 

  



48 
 

5 CONCLUSÃO 

Isolados de bactérias diazotróficas nativas influenciam no 

incremento da matéria fresca da parte aérea e matéria fresca do sistema 

radicular, aos 35 DAS, nos genótipos AG 1051 e AL Bandeirante, e estes 

apresentaram comportamento diferenciado. 

A presença de substância húmica aumenta em 14% a massa da 

matéria fresca, aos 35 dias após semeadura. Aos 60 dias a influência é 

observada na clorofila total e nitrogênio total, 19% e 17% respectivamente. 

A associação dos isolados J9 de bactéria diazotrófica e substância 

húmica proporciona aumento na massa fresca da parte aérea de 32,2%. 

Para as características produtivas, o híbrido AG 1051 apresenta 

melhor desempenho em diâmetro de espiga, comprimento de espiga, 

produtividade estimada e peso de mil grãos que a variedade Al Bandeirante.  
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