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RESUMO 
 
DIAS, Albiane Carvalho. Metabolismo de nitrogênio em plantas de milho inoculadas com 
dois gêneros de bactérias diazotróficas. 2021. 134f. Tese (Doutorado em Agronomia, Ciência 
do Solo). Instituto de Agronomia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica - 
RJ, 2021. 
 
O milho (Zea mays L.) é um dos principais cereais produzidos no mundo. A sua inoculação 
com bactérias diazotróficas descritas como promotoras de crescimento de plantas pode reduzir 
a demanda por fertilizantes nitrogenados e ao mesmo tempo os gastos associados a essa prática. 
Este estudo investigou como a inoculação das bactérias diazotróficas Azospirillum brasilense, 
Azospirillum baldaniorum e Herbaspirillum seropedicae em plantas de milho influenciaria a 
modulação da arquitetura da raiz e os parâmetros associados à taxa de absorção de nutrientes, 
especialmente de nitrogênio (N), sob diferentes condições de disponibilidade de N. Foram 
desenvolvidos seis experimentos, quatro em sistema hidropônico e dois em substrato estéril 
(areia+vermiculita) em casa de vegetação, a fim de verificar o metabolismo e a expressão de 
genes envolvidos na absorção e assimilação de N. Para isso, foram avaliadas nos tecidos 
vegetais as frações nitrogenadas, açúcares solúveis, a atividade das enzimas nitrato redutase e 
glutamina sintetase, a expressão gênica de isoformas de bombas de prótons (ZmHA2 e 

ZmHA4), transportadores de alta afinidade de nitrato (NO3
-) (ZmNRT2.3, ZmNRT2.5 e 

ZmNRT3.1A) e das enzimas de redução e assimilação de N (ZmNR1, ZmNR2, ZmGS1.1, 

ZmGS1.5, ZmGS2 e ZmNADH-GOGAT). Parâmetros como acúmulo de biomassa, N total, 
eficiência do uso de N (EUN), área foliar e índice de clorofila também foram avaliados. A 
inoculação com as estirpes de Azospirillum baldaniorum (Ab)-Sp245 e Herbaspirillum 

seropedicae (Hs)-ZAE94 promoveram as maiores mudanças na arquitetura radicular, com 
melhora em todos os parâmetros avaliados, o que estava de acordo com o aumento da massa 
seca e acúmulo de N, mas dependente da data de amostragem e do ensaio. Incrementos no 
acúmulo de biomassa e N total em até 150 e 180%, respectivamente, foram encontrados no 
tratamento inoculado com Ab-Sp245 em relação ao controle. A inoculação com ambas as 
estirpes também promoveu incrementos superiores a 90% para comprimento, volume e área 
radicular. Os parâmetros avaliados melhoraram em função da maior disponibilidade de N. A 
Ab-Sp245 foi mais efetiva na maior absorção de macronutrientes, com maior velocidade de 
absorção de NO3

- e proporcionou uma maior EUN sob baixo N. As mudanças provocadas pela 
inoculação no perfil de expressão gênica foram menos consistentes, somente após 2 h da 
indução do sistema de transporte de NO3

- a Hs-ZAE94 aumentou a expressão de dois 
transportadores de alta afinidade de NO3

- (ZmNRT2.3 e ZmNRT2.5) e duas isoformas de 
glutamina sintetase (ZmGS1.1 e ZmGS2) quando comparado ao controle, mas as encontradas 
no conteúdo de metabólitos solúveis e atividade enzimática indicaram melhoria no processo de 
assimilação de N nas plantas inoculadas. As mudanças na arquitetura radicular e a manutenção 
da absorção de N por unidade de área da raiz através da inoculação com Ab-Sp245 foi 
provavelmente o efeito principal. 
 
Palavras-chave: Azospirillum baldaniorum. Bactéria promotora de crescimento de planta. 
Herbaspirillum seropedicae. Nitrato. Zea mays L. 
 
 
  



ABSTRACT 
 
DIAS, Albiane Carvalho. Nitrogen metabolism in maize plants inoculated with two genera 
of diazotrophic bacteria. 134p. Thesis (Doctorate in Agronomy - Soil Science). Institute of 
Agronomy, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica - RJ, 2021. 
 
Maize (Zea mays L) is one of the world’s leading produced cereals. Its inoculation with 
diazotrophic bacteria described as plant growth-promoters can reduce the demand for nitrogen 
fertilizers and at the same time the costs associated with this practice. This study investigated 
how inoculation of the diazotrophic bacteria Azospirillum brasilense, Azospirillum 

baldaniorum and Herbaspirillum seropedicae in maize plants would influence the modulation 
of root architecture and the parameters associated with the absorption rate of nutrients, 
especially nitrogen (N), under different conditions of availability of N. Experiments were 
developed in a hydroponic system and sterile substrate (sand+vermiculite) in a greenhouse, in 
order to verify the metabolism and expression of genes involved in the absorption and 
assimilation of N. For this purpose, nitrogen fractions, the activity of the enzymes nitrate 
reductase and glutamine synthetase, the gene expression of proton pump isoforms (ZmHA2 and 

ZmHA4), high-affinity nitrate transporters (NO3
-) (ZmNRT2.3, ZmNRT2.5 and ZmNRT3.1A) 

and N-reduction and assimilation enzymes (ZmNR1, ZmNR2, ZmGS1.1, ZmGS1.5, ZmGS2 and 

ZmNADH-GOGAT) were evaluated. Parameters such as biomass accumulation, total N, N use 
efficiency (NUE), leaf area and chlorophyll index were also evaluated. The inoculation with A. 

baldaniorum (Ab)-Sp245 and H. seropedicae (Hs)-ZAE94 strains promoted the greatest 
changes in root architecture, with improvement in all parameters evaluated, which was in 
agreement with the increase in dry mass and accumulation of N, but they were dependent on 
the date of sampling and experiment. Increases in the accumulation of biomass and total N of 
up to 150 and 180%, respectively, were found in the treatment inoculated with Ab-Sp245 in 
relation to the control. Inoculation with both strains also promoted increments greater than 90% 
for length, volume and root área. The parameters improved due to greater availability of N. The 
Ab-Sp245 was more effective in the greater absorption of macronutrients, with higher speed of 
absorption of NO3

- and provided a greater NUE under low N. The changes caused by 
inoculation in the gene expression profile were less consistent, only after 2 h of induction of the 
NO3

- transport system did Hs-ZAE94 increase the expression of two high-affinity NO3
- 

transporters (ZmNRT2.3 and ZmNRT2.5) and two isoforms of glutamine synthetase (ZmGS1.1 
and ZmGS2) When compared to the control, but those found in the content of soluble 
metabolites and enzymatic activity indicated an improvement in the N assimilation process in 
the inoculated plants. The shift in root architecture and the maintenance of N uptake per unit of 
root area through inoculation with Ab-Sp245 was probably the main effect. 
 
Keywords: Azospirillum baldaniorum. Plant growth-promoting bacteria. Herbaspirillum 

seropedicae. Nitrate. Zea mays L. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

O milho é um dos alimentos básicos mais importantes nos países em desenvolvimento 
e um componente chave da alimentação animal e humana em todo o mundo. Essa cultura exige 
alta fertilidade do solo e geralmente a suplementação de macro e micronutrientes, 
principalmente nitrogênio (N), são indispensáveis para atingir altos rendimentos. No entanto, a 
fertilização eficiente de N ainda é desafiadora, devido aos altos custos de aplicação, que limitam 
seu uso por agricultores de baixa renda, bem como a baixa eficiência da prática, que leva a 
impactos ambientais negativos (LIPPER et al., 2014). 

A fixação biológica de nitrogênio (FBN) é definida como um processo sustentável de 
fornecimento de N às plantas, com a inoculação de estirpes selecionadas de rizóbios utilizadas 
com sucesso em culturas como a soja e outras espécies de leguminosas (HERRIDGE et al., 
2008; JENSEN et al., 2012). Ainda assim, a contribuição direta da FBN para cereais e 
gramíneas por bactérias diazotróficas associativas permanece limitada e a fertilização com N 
não pode ser dissociada da inoculação das plantas (HUNGRIA et al., 2010). Alguns desses 
diazotróficos produzem fitohormônios e outras substâncias que estimulam o crescimento das 
raízes e aumentam a absorção de água e nutrientes pelas plantas (BASHAN & BASHAN, 
2010). Por isso, o efeito inibitório do N mineral sobre a FBN associativa é considerado um 
paradoxo (CARVALHO et al., 2014). Logo, o uso concomitante de fertilização nitrogenada e 
inoculação com bactérias diazotróficas em milho e trigo tornou-se uma prática recomendada 
para melhorar a produção de grãos nessas culturas (HUNGRIA et al., 2010). 

Tradicionalmente, a inoculação de gramíneas na América do Sul é realizada com a 
espécie de Azospirillum brasilense, com diferentes estirpes recomendadas em diferentes países 
(CASSÁN et al., 2009; CASSÁN & DIAZ-ZORITA, 2016). No Brasil, cerca de 9,1 milhões 
de doses de inoculantes foram comercializadas para gramíneas em 2018 (ANPII, 2021), onde 
os inoculantes comerciais contém as estirpes de A. brasilense Ab-V5 e Ab-V6, recomendadas 
pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) tanto para milho quanto 
para trigo (HUNGRIA et al., 2010). No entanto, uma estirpe de Azospirillum mais bem estudada 
é a Sp245, embora tenha sido identificada como estirpe de A. brasilense foi recentemente 
reclassificada a nível de espécie como A. baldaniorum, sendo esta uma nova espécie do gênero, 
considerada referência para investigação de mecanismos de promoção de crescimento vegetal 
(SOMERS et al., 2005; FERREIRA et al., 2020). É uma estirpe bem descrita, tendo sido isolada 
de plantas de trigo no sul do Brasil por Baldani et al. (1986a). 

Há outros gêneros capazes de promover o crescimento das plantas, dentre eles o 
Herbaspirillum, que foi isolado pela primeira vez de diferentes gramíneas, incluindo milho, por 
Baldani et al. (1986b). Este por sua vez é descrito como endofítico e atualmente inclui mais de 
19 espécies descritas (MONTEIRO et al., 2012; LPSN, 2020). A estirpe ZAE94 de H. 

seropedicae foi testada em milho em condição de campo, promovendo um aumento de 34% na 
biomassa vegetal em relação as plantas não inoculadas (ALVES et al., 2015). 

A inoculação de plantas de milho com A. baldaniorum e H. seropedicae tem apresentado 
resultados positivos, mas nenhuma estirpe apresenta um desempenho consistentemente superior 
em relação as demais (DARTORA et al., 2016; BREDA et al., 2019b). Embora estudos in vitro 
tenham demonstrado sua capacidade de fixar N2, a promoção de crescimento tem sido 
considerada a explicação mais razoável para o melhor crescimento e desempenho das plantas 
inoculadas. Nesse sentido, a maior eficiência do uso de N da fertilização após a inoculação das 
plantas de milho com essas estirpes foi o efeito dominante demonstrado por Martins et al. 
(2017). 
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A inoculação com bactérias diazotróficas associativas a fim de melhorar a eficiência do 
uso de N está ganhando importância crescente no manejo da cultura, com benefícios possíveis 
mesmo em condições de baixa disponibilidade de N (OLIVEIRA et al., 2003). Curiosamente, 
não há muitas informações para inferir sobre as possíveis interações das bactérias inoculadas e 
a disponibilidade de N mineral com relação à resposta da planta, já que NO3

- também é um 
modelador da arquitetura de raiz e pode desempenhar um papel sinérgico na melhoria da 
exploração do solo pelas plantas (FORDE, 2014; BREDA et al., 2019a). 

Em solos aerados, NO3
- é frequentemente a forma dominante de N. A sua absorção pela 

planta ocorre nas raízes e é uma molécula que requer simporte com dois prótons (2H+/NO3
-), 

os processos de absorção diferem dependendo da sua concentração externa, ou seja, da 
disponibilidade de NO3

- no solo (FORDE, 2014; KRAPP, 2015). Geralmente, em 
concentrações abaixo de 1 mM de NO3

- predominam o sistema de transporte de alta afinidade 
(HATS) enquanto o sistema de baixa afinidade (LATS) se tornam funcional em concentrações 
mais altas (MASCLAUX-DAUBRESSE et al. 2010; KANT, 2018). Os transportadores de NO3

- 
de alta e baixa afinidade pertencem às famílias gênicas NRT2 e NRT1, respectivamente 
(WANG et al., 2012). Além da regulação de absorção, alocação e translocação de N na planta 
eles estão envolvidos na sinalização de processos hormonais que regulam a arquitetura da raiz, 
reprimem o alongamento das raízes e induzem a produção de raízes laterais sob altos níveis de 
NO3

-, ou então, induzem o alongamento das raízes primárias enquanto reprimem as raízes 
laterais sob baixos níveis de NO3

- (KANT, 2018). Consequentemente, as doses extras de 
fitohormônios que as bactérias inoculadas poderiam produzir não se alinham necessariamente 
com os sinais internos da planta. Isso poderia acarretar alterações metabólicas que aumentam 
ou reprimem a taxa de absorção de nutrientes, especialmente de N, dessa forma afetando o 
crescimento das plantas. Por esse motivo, mais estudos são necessários para entender como 
associações diazotróficas endofíticas e associativas com plantas por meio da inoculação 
interferiria no processo de absorção de N e no crescimento das plantas (CARVALHO et al. 
2014). 

 
A hipótese científica levantada é que a inoculação de bactérias diazotróficas altera a 

morfologia radicular e o metabolismo de nitrogênio em plantas de milho e diferi entre os 
gêneros testados. 

 
Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da inoculação de dois 

gêneros de bactérias diazotróficas na promoção de crescimento do milho híbrido SHS5050, 
como mudanças na arquitetura radicular e no metabolismo de nitrogênio sob condições 
diferenciais de nitrogênio. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1 A Cultura do Milho 
 

O milho é uma gramínea de ciclo anual pertencente à família das Poáceas e por 
apresentar o mecanismo C4 é uma planta altamente eficiente na utilização da radiação solar 
para conversão do CO2, mesmo em elevados níveis de luz e temperatura apresenta altas taxas 
de fotossíntese líquida (TAIZ & ZEIGER, 2017). 

Estudos indicam que o milho é originário do continente Americano, e que evoluiu há 
pelo menos 9.000 anos atrás do teosinte Balsas, ancestral selvagem nativo da região sudeste do 
México (KISTLER et al., 2018; PIPERNO et al., 2009). Após o início do seu processo de 
domesticação, plantas com características desejáveis foram sendo obtidas a partir de seleções 
de atributos genéticos favoráveis a produção de alimentos (BORÉM, GALVÃO & PIMENTEL, 
2015). Por isso, suas características morfofisiológicas juntamente com processos de inovação 
na agricultura lhe conferem ampla adaptabilidade, sendo hoje cultivado em quase todos os 
países, ocupando uma área de cerca de 194 milhões de hectares (SILVA et al., 2017; USDA 
2021). 

O milho é considerado um alimento básico com alto valor energético, seu balanço 
nutricional rende mais de 5% de todas as calorias ingeridas por pessoa/dia, fornecendo mais de 
4 e 1,6% de proteínas e gorduras, respectivamente (BORÉM, GALVÃO & PIMENTEL, 2015; 
FAO, 2018). Cerca de 70% da sua produção mundial é aplicada na cadeia produtiva de proteína 
animal, no Brasil participa de até 80% da composição das dietas (PAES, 2006; CRUZ et al., 
2011). Embora, seja empregado em maior escala na alimentação animal, apresenta diversas 
aplicações devido a sua versatilidade, que vão desde utilização direta na alimentação à indústria 
de alta tecnologia como para a produção de cola, amido, óleos, flocos alimentícios, bebidas, 
biocombustíveis e entre outros produtos (XUE et al., 2013). 

Mundialmente, está entre as culturas alimentares mais importantes juntamente com o 
arroz e o trigo (SANDHU, SINGH, & MALHI, 2007; AWIKA, 2011). O Brasil tem destaque 
como o terceiro maior produtor e segundo maior exportador mundial deste cereal, superado 
apenas pelos EUA e a China. No ano agrícola de 2019/2020 a produção mundial ficou em torno 
de 1.117 milhões de toneladas, tendo sido produzido 346, 261 e 102 milhões de toneladas pelos 
Estados Unidos, China e Brasil, respectivamente (USDA, 2021).  

No país, o milho é o segundo grão mais importante para a agricultura, no ano agrícola 
2019/20, sua produção correspondeu a aproximadamente 41% da produção total brasileira de 
grãos, perdendo apenas para a soja, porém juntos representam 91% dos grãos produzidos no 
país (CONAB, 2021). O plantio ocorre praticamente o ano inteiro e dependendo da época de 
plantio denominou-se como milho safra ou primeira safra, aquele plantado de agosto a 
dezembro; e milho safrinha ou segunda safra, plantado de janeiro a maio. Segundo dados da 
Companhia Nacional de Abastecimento, somando os dois ciclos anuais bem estabelecidos para 
a cultura, o país deve atingir 19,8 milhões de ha de área plantada, produzindo cerca de 96 
milhões de toneladas de milho, com uma produtividade média de 4858 kg ha-1 (CONAB, 2021). 
Apesar de estar entre os principais produtores, o Brasil não se destaca entre os países com maior 
produtividade, ficando abaixo da média mundial (USDA, 2021). Por outro lado, nos últimos 
anos, tem-se observado relevantes incrementos nos seus níveis de produtividade de grãos 
(HÖRBE et al., 2013). Fato este que pode ser atribuído a aspectos como o melhoramento 
genético, modernas técnicas de manejo do solo, água, nutrição e de controle fitossanitário 
aliados a biotecnologia. 

Além da considerável área cultivada no território brasileiro e a geração de empregos no 
setor agrícola, a importância do milho também está relacionada ao aspecto social e por ser um 
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dos cereais de maior importância econômica no cenário da produção agrícola nacional e 
mundial, é uma das espécies vegetais mais estudadas (ALVES, 2011).  

 
2.2 Fixação Biológica de Nitrogênio (FBN) 
 

O nitrogênio é considerado elemento fundamental para as plantas, e destaca-se por ser 
o nutriente requerido em maiores quantidades e também pelo fato de ser um dos componentes 
principais na composição de importantes biomoléculas (KUMAR et al., 2015). Embora seja 
abundante na atmosfera compondo cerca de 78% da sua constituição, sobretudo na forma 
molecular N2, o nitrogênio ainda é uma das principais barreiras para a produtividade agrícola. 
Isso ocorre porque ele não está prontamente disponível e são poucos os microrganismos capazes 
de absorvê-lo e o converter a uma forma assimilável, devido a estabilidade da sua ligação tripla. 

Nos solos tropicais o seu suprimento é ainda mais limitado, devido a rápida 
decomposição da matéria orgânica favorecida pelas elevadas temperaturas e grandes 
quantidades de chuvas (REETZ, 2017; NENDEL, MELZER & THORBURN, 2019). O que 
resulta numa maior demanda e utilização de fertilizantes nitrogenados. De acordo com 
Associação Internacional da Indústria de Fertilizantes- IFA (2017) o consumo mundial de 
fertilizantes nitrogenados sintéticos em 2014/15 foi de 102,5 milhões de toneladas, sendo o 
trigo a principal cultura a receber esses fertilizantes, com 18,2% do uso global, seguido do 
milho e do arroz com 17,8 e 15,2%, respectivamente. 

A este propósito, o uso excessivo desses fertilizantes sintéticos é causa de grande 
preocupação, além dos custos econômicos associados à sua fabricação e ao seu uso, há também 
os impactos ambientais negativos decorrentes da sua utilização. De acordo com Houlton et al. 
(2019), o aproveitamento do nitrogênio aplicado via fertilizante na agricultura diminuiu de um 
valor estimado de 60% para 46%, e essa baixa eficiência de recuperação tem sido atribuída as 
perdas que ocorrem para ambiente. Isso se caracteriza como uma das principais facetas do 
impacto da agricultura nas mudanças climáticas, já que as emissões mundiais de nitrogênio na 
agricultura aumentaram substancialmente representando 31% das emissões antropogênicas de 
nitrogênio (XU et al., 2020; PINDER et al., 2012). Dentre esses impactos que representam uma 
ameaça tanto para o meio ambiente como para a saúde pública estão a sua lixiviação para corpos 
d’água e/ou para as camadas mais profundas do solo, podendo atingir o lençol freático e 
contaminar a água e também acarretar a eutrofização de corpos hídricos; e a volatilização para 
a atmosfera na forma de gases do efeito estufa (GEE), como óxido nitroso (ADESEMOYE & 
KLOPPER, 2009; BOUWMAN et al., 2002). Diante dos custos econômicos e ambientais 
decorrentes da sua utilização e tendo em vista de que o Brasil importa praticamente 70% do N 
utilizado na agricultura (ANDA, 2020), faz-se necessário a utilização de fontes alternativas que 
sejam mais eficientes e sustentáveis no uso do nitrogênio. Nesse sentido, a fixação biológica de 
nitrogênio (FBN) é uma alternativa ao uso de fertilizantes sintéticos, com elevado potencial 
para diminuir a sua dependência. É considerado o segundo processo biológico mais importante 
do planeta depois da fotossíntese, juntamente com a decomposição orgânica (ORMEÑO-
ORRILLO et al., 2013; MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). 

A FBN é realizada por um grupo microrganismos que são capazes converter o nitrogênio 
atmosférico numa forma assimilável, com a quebra da tripla ligação do N2 e sua redução à 
amônia em condições normais de temperatura e pressão, e por esta razão são classificados como 
diazotróficos. Isso só é possível devido ao sistema enzimático que esses microrganismos 
possuem, a nitrogenase (SUR, BOTHR & SEM, 2010; ORMEÑO-ORRILLO et al., 2013; 
PEDROSA et al., 2020). Amplamente distribuídos entre os domínios Bacteria e Archaea (XIE 
et al., 2014), estão presentes em diversos ecossistemas. As bactérias diazotróficas ocorrem de 
forma livre ou em interações, sendo essas simbióticas ou associativas (REIS et al., 2018). 
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A interação simbiótica entre plantas leguminosas e rizóbios é comumente conhecida 
pela significativa eficiência da FBN, que ocorre com a formação de uma estrutura especializada, 
denominada de nódulo, um ambiente propício para fixação de N atmosférico pela bactéria 
permitindo a troca deste nitrogênio reduzido por fotossintetizados com a planta hospedeira 
(OLDROYD et al., 2011). Algumas espécies da família Fabaceae conseguem adquiri N 
suficiente deste processo para suprir suas necessidades metabólicas, como é o caso da soja no 
Brasil, que em condições adequadas de cultivo dispensa a adubação nitrogenada (HUNGRIA 
et al., 2007). Inclusive há trabalhos que demonstraram que em alguns casos a aplicação N 
mineral pode não ter efeito no rendimento de grãos e até prejudicar o processo de nodulação e 
fixação de N2 (ALBAREDA et al., 2009; CHIBEBA et al., 2018; SATURNO et al., 2017). 

Já nas interações associativas, essas bactérias diazotróficas são capazes de colonizarem 
desde a rizosfera até o interior do tecido vegetal das plantas, porém diferentemente das 
simbióticas, não há a formação de estruturas especializadas. A ausência destas torna-se difícil 
a compreensão dos mecanismos e resultados dessa interação e também é um indicativo de que 
a FBN ocorra de maneira menos intensa e mais dependente de fatores intrínsecos do ambiente 
(REIS et al., 2018). Por essa razão, ainda não é possível dispensar adubação nitrogenada. Por 
outro lado, no Brasil demonstrou-se que variedades de cana-de-açúcar podem se beneficiar 
agronomicamente com quantidades significativas de N via FBN, valores suportados de até 40 
kg N ha-1 (URQUIAGA et al.1992; 2012; HERRIDGE, PEOPLES & BODDEY, 2008). 
Embora haja dificuldade em se estimar a contribuição da FBN devido a amplitude dos valores 
apresentados, acredita-se que ela seja a principal responsável pela entrada de N nos 
ecossistemas terrestres (REIS et al., 2018; PENG et al., 2018). De acordo com Ormeño-Orrillo 
et al. (2013) este processo ainda é responsável pela economia de 30-50% do nitrogênio total 
utilizado nos campos agrícolas. 

Essas bactérias diazotróficas estão inseridas no grupo de bactérias promotoras de 
crescimento de plantas (BPCP) pois atuam através de vários processos biológicos além da FBN 
para promoção de crescimento vegetal. As BPCP correspondem a um grupo de microrganismos 
benéficos às plantas, e como dito anteriormente, por possuírem a capacidade de colonizarem a 
rizosfera, a superfície radicular e outros tecidos internos do vegetal, estimulam seu crescimento 
e desenvolvimento, por diversos mecanismos, sejam eles diretos e/ou indiretos (ZAHRAN, 
2001; HUERGO et al., 2008; HUNGRIA, 2011; REIS, 2007; SHISHIDO et al., 1999). Essa 
terminologia de microrganismo promotor de crescimento foi introduzida por Kloepper & 
Schroth (1978), e desde então diversas pesquisas estão sendo desenvolvidas para a compreensão 
dos processos envolvidos nesta interação planta-bactéria. 

As BPCP podem ser divididas entre as que formam relação simbiótica ou não com as 
plantas, aquelas que são restritas a simbiose com leguminosas e estas que são conhecidas por 
formarem interações associativas com diversas espécies, especialmente as gramíneas. Dentre 
essas interações associativas têm-se as seguintes categorias: microrganismos rizosféricos, 
endofíticos obrigatórios e endofíticos facultativos (BALDANI et al., 1997). 

BPCP são encontradas em associação com um grande número de espécies de plantas, 
alguns dos gêneros descritos são: Azospirillum, Bacillus, Gluconacetobacter, Herbaspirillum, 
Pseudomonas e Rhizobium, (GLICK, 2012; OSORIO, 2011). Entre esses gêneros, alguns se 
destacam como: o Azospirillum spp., que após ser reclassificada e descrita por Tarrand et al. 
(1978) é atualmente um dos gêneros de BPCP mais estudados (CASSÁN & DIAZ-ZORITA, 
2016). As bactérias deste gênero são consideradas endofíticas facultativas (BALDANI et al., 
1997), ou seja, são capazes de colonizarem a rizosfera ou o interior dos tecidos vegetais e se 
associarem com mais de 100 espécies de plantas (CASSÁN & DIAZ-ZORITA, 2016). A estirpe 
Sp245 de Azospirillum, originalmente identificada como A. brasilense foi recentemente 
reclassificada como A. baldaniorum, é considerada uma linhagem tipo para esta espécie 
(CASSÁN & DIAZ-ZORITA, 2016; FERREIRA et al., 2020) e foi isolada a partir de raízes de 
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trigo esterilizadas superficialmente na região sul do Brasil (BALDANI et al., 1983). É 
amplamente utilizada na pesquisa de processos de interação entre planta-bactéria visando a sua 
elucidação. 

Dentre as inúmeras linhagens de Azospirillum brasilense tem-se a Ab-FP2, uma mutante 
espontânea da linhagem Sp7, isolada de plantas de capim pangola (Digitaria decumbens) pela 
pesquisadora Johanna Döbereiner (CASSÁN & DIAZ-ZORITA, 2016), se destaca por possuir 
genes de resistência aos antibióticos estreptomicina e ácido nalidíxico (PEDROSA & YATES, 
1984).  A estirpe de Ab-FP2 tem se destacado em estudos de avaliação da sua interação com 
plantas de milho e trigo (CANGAHUALA-INOCENTE et al., 2013; FALEIRO et al., 2015; 
CAMILIOS-NETO at al., 2014; STETS et al., 2015). Outra mutante espontânea é a HM053 
isolada por Machado et al. (1991) utilizando a estirpe Sp7 de A. brasilense. Conhecida por 
excretar amônio e ser fixadora de nitrogênio, esta linhagem (HM053) ainda é resistente a 
etilenodiamina e apresenta baixa atividade transferásica da enzima glutamina sintetase (GS), 
ou seja, a mutação pontual no gene glnA (P347L) ocasiona uma redução da atividade da GS 
(MACHADO et al.,1991). Logo, acredita-se que devido à baixa atividade da GS, o amônio 
produzido pela nitrogenase não é totalmente assimilado, levando a sua excreção (PEDROSA et 
al., 2020). Assim como as demais estirpes de A. brasilense, a aplicação desta mutante tem sido 
explorada, já que bons resultados de sua aplicação têm sido demonstrados (PANKIEVICZ et 
al., 2015; PEDROSA et al., 2020). 

Outras espécies de BPCP vêm sendo estudadas, como as do gênero Herbaspirillum spp, 
que compreendem 19 espécies (List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature, 
LPSN, 2020). Dentre elas a Herbaspirillum seropedicae foi a primeira descrita do gênero por 
Baldani et al. (1986) e recebe a denominação de bactéria endofítica obrigatória, pois não é capaz 
de sobreviver por longos períodos no solo (OLIVARES et al., 1996). Esta espécie possui a 
capacidade de se associar a uma grande variedade de plantas, em especial as gramíneas. A 
estirpe ZAE94 de H. seropedicae foi isolada de raízes de arroz desinfestadas por Baldani et al. 
(1986) e estudos mostraram que este isolado apresenta grande potencial para aumentar a 
produtividade de milho (ZILLI et al., 2007; ALVES, 2007; SANTOS et al., 2015). 

Essas bactérias possuem características que as tornam promotoras de crescimento, seja 
capacidade de realizar a FBN, a produção e secreção de fitohormônios, a solubilização de 
fosfatos, produção de sideróforos, melhoria na absorção e assimilação de nutrientes e 
biocontrole. Embora haja muitos mecanismos propostos para promoção de crescimento 
acredita-se que não há um isolado que explique os benefícios e sim uma combinação de 
múltiplos fatores (OKON et al., 1983; PUENTE et al., 2004; BASHAN & DE-BASHAN, 
2010).  

Um dos principais mecanismos propostos para explicar a promoção de crescimento, 
além da FBN, é capacidade que essas bactérias têm de produzir e metabolizar fitohormônios. E 
assim, através da interferência no crescimento das plantas podem causar alterações da 
morfologia das raízes, e possibilitar uma exploração de um volume maior de solo e, 
consequentemente, proporcionar uma maior absorção de nutrientes e água (BASHAN & 
HOGUIN, 1997; ZAIED et al., 2003; REIS, 2007). Os principais reguladores de crescimento 
produzidos são auxinas, giberelinas, citocininas e etileno. 

A auxina foi o primeiro hormônio do crescimento a ser estudado em plantas. Os 
fisiologistas identificaram o ácido 3-indolacético (AIA) como a auxina vegetal primária, a 
forma mais abundante e fisiologicamente mais importante (TAIZ & ZEIGER, 2017). O AIA 
está relacionado ao alongamento de células, promovendo a formação de raízes adventícias no 
caule e a expansão radicular (TAIZ & ZEIGER, 2014). Já no metabolismo bacteriano o AIA, 
dentre as auxinas, também é o mais abundante em termos de concentração (GLICK et al., 2012). 
O AIA produzido pelas BPCP já vem sendo relatado por pesquisadores, visto que um dos 
fatores responsáveis pelo estímulo no crescimento de plantas inoculadas é a produção de 
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fitormônios por estas bactérias, como no caso da inoculação de estirpes de Azospirillum 

(BOTTINI et al., 1989). Uma vez que o principal hormônio produzido por estas estirpes é o 
ácido 3-indolacético (AIA) (CROZIER et al., 1988), além de outros compostos indólicos. 
Vários outros gêneros além do Azospirillum, foram relatados como produtores de auxina, 
inclusive AIA, como Azotobacter, Pseudomonas, Acinetobacter e Bacillus (CASSÁN, 
VANDERLEYDEN & SPAEPEN, 2014). Vale ressaltar, que a auxina estimula o crescimento 
de plantas apenas dentro de uma faixa estreita de concentração, fora deste intervalo ideal, como 
em concentrações celulares elevadas ela é tóxica; sem controles homeostáticos, o hormônio 
pode facilmente desenvolver níveis tóxicos (TAIZ & ZEIGER, 2017). 

As giberelinas formam uma grande família de diterpenóides e são biomoléculas naturais 
complexas que estão envolvidas em processos fisiológicos e de desenvolvimento das plantas, 
como por exemplo, regulador da divisão e alongamento das células, dormência de sementes, 
transição para o florescimento e desenvolvimento do fruto (CROZIER et al., 2000; DAVIES, 
1995; SALAZAR-CEREZO et al., 2018; TAKAHASHI et al., 1988; ZHANG, LEE & 
TANABE, 2008). Diferentes BPCP são produtoras de giberelina, como por exemplo, 
Azotobacter, Bacillus, Azospirillum, Gluconacetobacter, Pseudomonas (KUMAR & 
LONSANE, 1989; COHEN et al., 2009; RAO & SALVAGI, 2017; KANG et al., 2014). 
Shahzad et al. (2016) propõem a produção de um biofertilizante com estirpes de BPCP 
produtoras de giberelinas como alternativa para melhorar o desenvolvimento das culturas 
economicamente importantes. 

As citocininas desempenham papéis importantes em muitos processos fisiológicos e de 
desenvolvimento das plantas. Foram primeiramente descobertas por estimularem a divisão 
celular e posteriormente por estarem inseridas em processos como senescência foliar, 
dominância apical, sinalizações nutricionais e entre outros (TAIZ & ZEIGER, 2017; 
ARKHIPOVA et al., 2007). O mesmo acontece na sua contribuição na relação simbiótica com 
bactérias diazotróficas (TAIZ & ZEIGER, 2017). Além disso, estudos destacam seu papel na 
interação com fatores bióticos e abióticos (TAIZ & ZEIGER, 2017; WERNER & 
SCHMÜLLING, 2009). Alguns microrganismos são conhecidos por sintetizarem citocininas, 
como Arthrobacter, Azospirillum, Bradyrhizobium, Pseudomonas e Paenibacillus (CASSÁN 
et al., 2009; ARKHIPOVA et al., 2007; HUSSAIN & HASNAIN, 2011; VESSEY, 2003). 

O etileno é considerado um fitohormônio gasoso metabolizado nas plantas que regula a 
quebra de dormência e germinação de sementes, expansão e diferenciação celular, abscisão 
foliar e floral, amadurecimento de frutos e a sinalização de defesa a ataques de patógenos (TAIZ 
& ZEIGER, 2017; BULGARELLI et al., 2013; PIETERSE et al., 2012; BABALOLA, 2010, 
BABALOLA et al., 2007). Algumas BPCP são capazes de interferir na biossíntese de etileno 
nas plantas pela expressão da enzima ACC (1-aminociclopropano-1-carboxilato) deaminase, 
reduzindo assim a sua produção e resultando no melhor crescimento das plantas, em especial 
sob condições de estresse (GLICK, PENROSE & LI, 1998; GLICK et al., 2007; BULGARELLI 
et al., 2013). 

Dessa forma, a utilização de BPCP que aportam nitrogênio via fixação biológica e/ou 
aumentam a eficiência de utilização dos fertilizantes por conta da produção de fitohormônios 
caracteriza-se como uma estratégia viável economicamente, além dos benefícios ambientais 
associados à redução no uso de fertilizantes (HUNGRIA, 2011). 
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2.3 Bactérias Diazotróficas na Cultura do Milho 
 

O milho é atualmente a safra com maior produção entre todas as culturas e também está 
entre as mais exigentes em demanda por adubo nitrogenado (SIVASANKAR et al., 2012).  
Consequentemente, há uma necessidade por buscas de tecnologias que visam à redução de uso 
desses fertilizantes nitrogenados, seja para reduzir os custos associados a produção e/ou o risco 
de contaminação ambiental. Diante disso, a realização de trabalhos explorando alternativas ao 
uso intensivo desses insumos, como a inoculação com BPCP, tem apontado resultados 
promissores tornando-as assertiva para o melhor desenvolvimento de diversas culturas, 
inclusive o milho.  

Dentre as várias bactérias diazotróficas apontadas como BPCP, as pertencentes ao 
gênero Azospirillum são as mais estudadas (CASSÁN & DIAZ-ZORITA, 2016; REIS et al., 
2018; VANDE BROEK et al., 2000). Sua descrição foi no Brasil em 1978, a partir de raízes de 
gramíneas como trigo, milho e a forrageira Digitaria, considerado como de vida livre e 
encontrado em quase todos os lugares da terra (DÖBEREINER & PEDROSA 1987; HUERGO 
et al. 2008; REIS et al., 2018).  A espécie de Azospirillum brasilense já é utilizada como 
inoculante comercial de milho em vários países, como Argentina, México, Colômbia, Egito e, 
desde 2010, no Brasil (FAGES, 1994; HUNGRIA et al., 2010; MEHNAZ et al., 2010). Logo, 
na cultura do milho a maioria dos experimentos conduzidos com a inoculação de Azospirillum, 
mostraram aumentos em média de 24 a 30% na produção de grãos (KENNEDY et al., 2004; 
HUNGRIA et al., 2011).  

Lana et al. (2012) verificaram que mesmo sem adição de N, houve incrementos de 7 a 
15% na produtividade de grãos de milho inoculado com Azospirillum. Já Müller et al. (2016) 
apontam incrementos de até 28% na produtividade do milho inoculado com Azospirillum 

brasilense combinando diferentes doses de N. Enquanto Zemrany et al. (2006), observaram que 
a inoculação de milho com Azospirillum promoveu maior crescimento de raízes e 
desenvolvimento das plantas no período vegetativo, mas não em rendimento de grãos. 

Ademais, a inoculação de milho com Azospirillum brasilense pode estimular o 
desenvolvimento do sistema radicular, colaborando com melhor eficiência do uso do N do solo 
através da liberação de hormônios de crescimento, como auxinas, por parte desse 
microrganismo (HUNGRIA et al., 2010; NOVAKOWISKI et al., 2011; OKON & 
VANDERLEY, 1997).  Bashan et al. (2004) relataram que principalmente o AIA, excretados 
por Azospirillum, desempenham papel essencial na promoção do crescimento de plantas. A esse 
respeito Casanovas et al. (2002) observaram que a inoculação de Azospirillum em milho 
resultou no aumento do volume radicular e no conteúdo de água das folhas, mitigando o estresse 
hídrico das plantas, que tiveram redução de até 75% no suprimento de água. Ainda, de acordo 
com Lucangeli & Bottini (1997), a inoculação com Azospirillum brasilense em plantas de milho 
resultou num aumento dos níveis de giberelina, neste caso ácido giberélico, e promoveu seu 
crescimento. 

O Herbaspirillum é outro gênero de bactéria diazotrófica que se destaca em pesquisas 
com milho (MONTEIRO et al., 2008). Descrito como endófito obrigatório, apresenta maior 
especificidade de interação com as plantas. A espécie Herbaspirillum seropedicae se destaca 
por ser eficiente na produção de compostos indólicos (ESTRADA et al., 2013). Alves et al. 
(2015) observaram que a estirpe ZAE94 de H. seropedicae foi superior a outras 20 estirpes 
deste mesmo gênero, e a selecionaram para avaliações em campo quanto à produtividade e à 
contribuição da FBN para a nutrição nitrogenada. Ainda, de acordo com Breda et al. (2016) há 
um efeito positivo da inoculação desta mesma estirpe na produtividade de milho, porém na 
presença de doses de N mineral.  

Neste sentido, a cultura do milho tem grande potencial a ser explorada em termos de 
viabilidade da inoculação, pois pode ser colonizada simultaneamente por uma grande 
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diversidade de bactérias diazotróficas (ROESCH et al., 2007). Corroborando para que tal 
possibilidade ainda possa contribuir para reduzir a dependência de fertilizantes nitrogenados 
sintéticos e, consequentemente, a poluição ambiental, tornando os sistemas agrícolas mais 
sustentáveis e produtivos. 
 
2.4 Metabolismo de Nitrogênio 
 

As principais formas de aquisição de nitrogênio inorgânico pelas plantas são através da 
absorção de nitrato (NO3

-) e amônio (NH4
+). Em solos aerados o NO3

- é a forma predominante, 
enquanto em solos ácidos e áreas alagadas é o NH4

+ (XU; FAN; MILLER, 2012). A absorção 
desses nutrientes é dependente de energia, e esta é gerada pelas bombas de prótons presentes 
na membrana plasmática (P-H+-ATPases ou PM H+-ATPase) (SONDERGAARD, SHULTZ, 
PALMGREN, 2004). A criação de um potencial de membrana e uma força próton-motriz a 
partir do funcionamento das P-H+-ATPases proporciona o transporte destes e outros nutrientes, 
permitindo também outras funções fisiológicas como abertura de estômatos, regulação do pH 
intracelular e crescimento celular (FALHOF et al., 2016; FERNANDES, SOUZA & SANTOS, 
2018). Além disso, as P-H+-ATPases estão envolvidas tanto na adaptação de plantas a estresses 
ambientais, como salinidade, deficiência de fósforo, toxicidade de alumínio quanto no 
recrutamento de BPCP (JANICKA-RUSSAK & KABALA, 2015; YU et al., 2015; WU et al., 
2018). 

As P-H+-ATPases são membros da superfamília ATPases do tipo P, no qual é dividida 
em 5 subfamílias (P1 a P5) que abrangem enzimas com diferentes especificidades de substrato 
(PALMGREN & NISSEN, 2011). As P-H+-ATPases envolvidas na nutrição mineral de plantas 
pertencem a subfamília P3, que utiliza a hidrólise de ATP para bombear prótons do citosol para 
o apoplasto (PEDERSEN et al., 2012). Logo, esse potencial de membrana contribui 
favoravelmente para a entrada passiva de cátion na célula, enquanto ânions são absorvidos 
acompanhando o fluxo de prótons (FERNANDES, SOUZA & SANTOS, 2018). 

O influxo de NO3
- e NH4

+ é mediado por transportadores presentes na membrana 
plasmáticas, essas proteínas atuam em dois sistemas de transporte, o de alta afinidade (HATS- 
High Affinity Transport System) que ocorre em concentrações externas abaixo de 1 mM L-1 e o 
de baixa afinidade (LATS- Low Affinity Transport System) que atua em concentrações externas 
superiores a 1mM L-1 (RASHID et al., 2018; VON WIRÉN et al., 2000; SANTOS et al., 2011; 
FERNANDES, SOUZA & SANTOS, 2018). 

Em nível molecular, os HATS de amônio em plantas fazem parte das proteínas de 
transporte de amônio e permeases de metilamônio conhecidos por AMT e MEP, 
respectivamente. Já entre os LATS podem ser incluídos além do transportador AMT1.2 da 
família AMT1, proteínas integrais do tonoplasto (TIP), canais retificadores de K (KIRC), canais 
não seletivos de cátion (NSCC), aquaporinas do tipo AQP e proteínas facilitadores de amônio 
(AMF) (FERNANDES, SOUZA & SANTOS, 2018). Ainda de acordo com FERNANDES, 
SOUZA & SANTOS (2018) este fato demonstra a plasticidade das plantas para aquisição de 
formas reduzidas de nitrogênio. 

Igualmente, os transportadores de NO3
- de alta e baixa afinidade são codificados por 

duas famílias gênicas, NRT2 e NRT1, respectivamente (PLETT et al., 2010). Este por sua vez 
teve sua nomenclatura unificada com os transportadores de peptídeos passando a ser designado 
como NPF (Nitrate Transporter 1/Peptide Transporter Family) a partir de relações 
filogenéticas proposta por Léran et al. (2014). Os LATS de nitrato são geralmente constitutivos, 
enquanto que os HATS são subdivididos em sistemas constitutivos (cHATS) e induzidos 
(iHATS), sendo estes induzidos pela presença externa de nitrato e/ou nitrito, porém ambos são 
reprimidos pela presença interna de glutamina (FERNANDES, SOUZA & SANTOS, 2018).  
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Após a absorção de NO3
- pela planta, ele pode ser prontamente reduzido, armazenado 

no vacúolo ou transportado para outras células, mas só será assimilado se for primeiro reduzido 
a amônio. Este processo ocorre em duas sucessivas etapas enzimáticas na rota de assimilação 
de N. A primeira é a redução do NO3

- a nitrito (NO2
-) pela ação da enzima nitrato redutase (NR) 

no citoplasma de folhas e/ou raízes. Em seguida, o NO2
- é translocado para os plastídeos e 

reduzido a NH4
+ pela enzima nitrito redutase (PALLARDY, 2008; FERNANDES, SOUZA & 

SANTOS, 2018; TAIZ & ZEIGER, 2017). A NR é considerada uma enzima chave na regulação 
do processo de assimilação e metabolismo de N e sensível a mudanças nas condições ambientais 
(KAISER & HUBER, 1994). Alguns dos fatores que regulam a sua atividade são a presença de 
NO3

-, luz e os carboidratos (TAIZ & ZEIGER, 2017). Há muitos genes que codificam a NR nas 
plantas superiores, por exemplo, em milho, já foram identificadas 4 sequências e a partir de sua 
análise filogenética juntamente com as sequencias encontradas para Arapidopsis e arroz 
observou-se que elas se encontram no mesmo clado (CANTÚ et al., 2016). 

Além destas enzimas supracitadas existem as enzimas glutamina sintetase (GS) e 
glutamato sintetase (GOGAT) que são requeridas para a assimilação de N, porque embora NO3

- 
e NH4

+ possam ser absorvidos pelas plantas, a assimilação só ocorre na forma reduzida, ou seja, 
como NH4

+. E a via GS-GOGAT é responsável pela incorporação deste NH4
+, seja o 

proveniente da redução do nitrato, absorvido primariamente ou gerado a partir de outras vias 
metabólicas da célula, em esqueleto de carbono, formando, glutamina e glutamato, 
respectivamente (DONATO et al., 2004; SANTOS et al., 2011; FERNANDES, SOUZA & 
SANTOS, 2018). Existem outras rotas alternativas para este processo, como a via glutamato 
desidrogenase (GDH) e asparagina sintetase (AS), porém podem ocorrer em condições mais 
específicas como de estresse (FERNANDES, SOUZA & SANTOS, 2018). 

As evidências de que as bactérias diazotróficas afetam o metabolismo de N em plantas 
já aforam apontadas, seja através de mecanismos diretos ou indiretos, elas podem contribuir 
para melhorar a captação de N (ALVES et al., 2021; BREDA et al., 2019; SANTOS et al. 2019). 
Estudos já mostraram que a inoculação dessas bactérias diazotróficas podem atuar em 
mecanismos regulatórios por meio do controle no nível de expressão dos genes que estão 
envolvidos no processo de nutrição nitrogenada (HARDOIM et al., 2019; PII et al., 2019; 
PEREIRA-DEFILIPPI et al., 2017), sendo assim podem ser uma alternativa para proporcionar 
uma maior EUN pelas plantas. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

Seis ensaios experimentais foram divididos em sistema hidropônico e substrato estéril 
(Figura 1) e desenvolvidos em casa de vegetação automatizada com controle de temperatura e 
umidade na Embrapa Agrobiologia, localizada no município de Seropédica-RJ, a fim de 
verificar o metabolismo e a expressão de genes envolvidos na absorção e assimilação de N nas 
plantas de milho inoculadas com dois gêneros de bactérias diazotróficas, assim como mudanças 
nos parâmetros de morfologia radicular. 

Nos experimentos, exceto no segundo (II), avaliou-se a inoculação de duas estirpes de 
bactérias diazotróficas, a Sp245 de Azospirillum baldaniorum e a ZAE94 de Herbaspirillum 

seropedicae aplicadas de forma isoladas no genótipo de milho híbrido triplo SHS5050 
produzido pela companhia Santa Helena proveniente da safra 2014/2015. Enquanto, no 
experimento II foi avaliada a inoculação de quatro estirpes, além das duas supracitadas foram 
avaliadas as estirpes FP2 e HM053 de Azospirillum brasilense conforme descrito 
anteriormente. 
 

 

Figura 1. Esquema demonstrativo do substrato e da população bacteriana utilizada em cada 
experimento. 

 
Em cada experimento, adotou-se o delineamento experimental e as condições 

experimentais adequadas aos objetivos sendo estes inerentes a cada ensaio e por isso foram 
descritos de forma individualizada. 
 
3.1 Modificações no Metabolismo de Nitrogênio em Plantas de Milho Inoculadas com 
Bactérias Diazotróficas Cultivadas em Doses Contrastantes de Nitrogênio: Experimento 
I 
 
3.1.1 Tratamentos e delineamento experimental 
 

Neste experimento foi avaliada a inoculação de 2 estirpes de bactérias diazotróficas na 
cultura do milho quando submetida ao fornecimento de diferentes doses de N. O experimento 
foi desenvolvido em esquema fatorial 2x3, com 4 repetições, sendo o primeiro fator composto 
por duas doses de nitrogênio (0,3 mM e 3,0 mM de N da solução de Hoagland modificada) e o 
segundo fator a inoculação sendo: não inoculado (NI), inoculado com a Herbaspirillum 

seropedicae (estirpe ZAE94); inoculado com Azospirillum baldaniorum (estirpe Sp245).  
Foram avaliadas de forma isolada, as 2 estirpes supracitadas, dispostos em blocos casualizados, 
e o mesmo foi conduzido durante o primeiro semestre de 2018.   

 
Híbrido triplo 

SHS5050 safra 
2014/2015 

 

 
 

 

Sistema 
hidropônico 

 6 Experimentos Substrato estéril 
(areia + vermiculita 2/1) 

Experimento I – 10
9
 cel mL

-1
  Experimento II – 10

8
 cel mL

-1
 

Experimento III – 10
8
 cel mL

-1
  Experimento IV – 10

6
 cel mL

-1
 

Experimento V – 10
6
 cel mL

-1
   

Experimento VI – 10
8
 cel mL

-1
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3.1.2 Preparo dos inoculantes 
 

As bactérias utilizadas foram a H. seropedicae, Hs-ZAE94 (BR11417) e A. 

baldaniorum, Ab-Sp245 (BR11005), sendo as mesmas adquiridas do Centro de Recursos 
Biológicos Johanna Döbereiner (CRB-JD). As estirpes foram inicialmente crescidas em placas 
com meio de cultura sólido NFb3x (BALDANI et al., 2014) com o objetivo de isolar e verificar 
sua pureza. Para obtenção do inoculante, colônias puras dos isolados foram inoculadas em tubos 
de ensaio com 5 mL do meio de cultura DYGS pH 6,5 (BALDANI et al., 2014) e multiplicadas 
por 20 horas a 30 ºC em mesa agitadora a 175 rpm. Após está etapa, 200 µL da suspensão foi 
inoculada em frascos contendo 500 mL do mesmo meio e multiplicada nas mesmas condições 
descritas anteriormente. Após o crescimento, foi realizada a contagem em câmara de Neubauer 
para obtenção de uma densidade populacional de 109 células mL-1, para a equalização 
populacional dos inoculantes foi necessário o ajuste celular com solução salina. 
 
3.1.3 Condições experimentais 
 

O experimento foi dividido em 3 etapas, germinação das sementes (4 dias), 
desenvolvimento inicial das plântulas (6 dias) e aplicação das diferentes doses de N (32 dias). 
A primeira etapa foi realizada em câmara do tipo BOD (Biological Oxygen Demand) e as duas 
últimas etapas em sistema hidropônico. 

As sementes foram desinfestadas superficialmente com solução de hipoclorito de sódio 
a 0,5% (v/v) + 0,01% de Tween 20 (v/v) por 5 min sob agitação de 65 rpm e a 30ºC; após foram 
realizadas 3 lavagens com solução tampão fosfato de 50 mM (pH 7) nas mesmas condições 
supracitadas. Após o processo de desinfestação superficial, as sementes foram pré-germinadas 
em células de espuma fenólica com 2 cm³, em BOD a 30ºC com ciclo de fotoperíodo de 12/12 
h por 4 dias. Após este período, as células com as plântulas foram selecionadas, a fim de 
padronizá-las de acordo com o comprimento da raiz (± 5 cm) e inoculadas com os respectivos 
tratamentos, para isso as raízes ficaram submersas por 1 hora na suspensão inoculadora. 

Para o desenvolvimento inicial das plântulas, após o processo de inoculação, foi 
realizado o transplantio para o sistema hidropônico em casa de vegetação. As mesmas 
permaneceram por 6 dias em solução nutritiva modificada de Hoagland com concentração de 
1,5 mM de N (HOAGLAND & ARNOLD, 1950) aplicada a metade da força iônica (F.I) para 
os macronutrientes para a adaptação das plantas ao cultivo hidropônico. Assim, após esse 
período foram aplicadas as diferentes doses de N, sendo está a terceira etapa (Tabela 1). Para 
as duas últimas etapas, foram utilizados vasos plásticos de 7,5 dm3 sendo preenchidos com 5,5 
dm3 de solução nutritiva cada e mantidos sob aeração intermitente. O parâmetro pH da solução 
nutritiva era monitorado constantemente e em caso de ajuste para valores próximos de 5,8, a 
correção foi realizada com solução de hidróxido de sódio (NaOH) e/ou ácido clorídrico (HCl) 
ambas a 1 M. A cada quatro dias foi realizada a troca da solução nutritiva do sistema. Foram 
realizadas coletas diárias da solução nutritiva para avaliação de nitrato e amônio, sendo estes 
parâmetros determinados por método colorimétrico. 

O experimento teve duração total de 32 dias sendo as plantas avaliadas em duas coletas: 
C1 e C2. Sendo C1, a coleta realizada aos 24 dias após o transplantio para sistema hidropônico 
(DAT) e C2 realizada aos 32 DAT. A cada coleta foram realizadas análises de contagem nas 
raízes das plântulas, análises da atividade enzimática, metabólitos solúveis e também avaliações 
dos parâmetros biométricos e morfologia de raízes (Figura 2). 
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Tabela 1. Solução nutritiva utilizada para o crescimento das plantas de milho (HOAGLAND 
& ARNOLD, 1950) modificada. 

Nutriente 
3,0 mM 0,3 mM 1,5 mM 

mM L-1 
N-NO3

- 2,50 0,25 1,25 
N-NH4

+ 0,50 0,05 0,25 
P 0,50 0,50 0,50 
K 3,00 3,0 3,00 

S-SO4
- 2,62 3,85 3,40 

Ca 2,00 2,00 2,00 
Mg 1,00 1,00 1,00 

 µM L-1 
Fe 53,72 53,72 53,72 
B 46,20 46,20 46,20 

Cu 0,31 0,31 0,31 
Mn 11,38 11,38 11,38 
Zn 0,76 0,76 0,76 
Mo 0,09 0,76 0,76 

 
 

 
 

Figura 2. Esquema de cultivo, coletas e análises do Experimento I. 
 
3.2 Avaliação da Inoculação de Bactérias Diazotróficas em Plantas de Milho Cultivadas 
sob Doses Contrastantes de Nitrogênio: Experimento II 
 
3.2.1 Tratamentos e delineamento experimental 
 

O experimento foi desenvolvido em um fatorial 2x5, com 4 repetições, sendo o primeiro 
fator composto por duas doses de nitrogênio (0,6 mM e 6,0 mM de N da solução de 
HOAGLAND, 1954) modificada e o segundo fator a inoculação sendo: não inoculado (NI), 



 

14 
 

inoculado com a H. seropedicae (estirpe ZAE94), A. baldaniorum (estirpe Sp245), e A. 

brasilense (estirpes FP2 e HM053). Foram avaliadas de forma isoladas, as 4 estirpes 
supracitadas, dispostos em blocos casualizados, durante o segundo semestre de 2018. 
 
3.2.2 Preparo dos inoculantes 
 

Para obtenção do inoculante, as estirpes foram adquiridas, isoladas e inoculadas 
conforme descrito no item 3.1.2, para obtenção do pré-inóculo foram multiplicadas por 24 horas 
a 30 ºC a 175 rpm. Após o crescimento, 250 μL do pré-inóculo foi transferido para 250 mL de 
meio DYGS, nas mesmas condições descritas anteriormente.  Foi realizada a contagem em 
câmara de Neubauer e posteriormente a leitura as populações foram ajustadas para a obtenção 
de 108 células mL-1 com solução salina. 
 
3.2.3 Condições experimentais 
 

As sementes foram desinfestadas superficialmente nas mesmas condições descritas no 
item 3.1.3. As soluções inoculadoras foram aplicadas diretamente sobre a semente no ato do 
plantio numa dosagem de 2 mL por vaso. Foram utilizados vasos com diferentes capacidades 
em função das datas de avaliações, sendo estas: 1, 2 e 3 kg contendo o substrato areia + 
vermiculita (2:1, v/v) autoclavado. Foram semeadas três sementes por vaso e após cinco dias 
da emergência das plântulas foi realizado desbaste para a homogeneização mantendo-se uma 
planta por vaso. 

A adubação foi realizada de forma fracionada em duas aplicações de 10 mL cada de 
solução de Hoagland modificada e concentrada com pH de 5,8 (HOAGLAND e ARNON, 
1951). Sendo estas duas soluções nutritivas com diferentes concentrações de N: 
 

Solução 1, com baixo suprimento de N (0,5 mM L-1 de NO3
- e 0,1 mM L-1 NH4

+): 
- 0,0128 g L-1 Mg(NO3)2.6H2O; 0,223 g L-1 MgSO4.7H2O; 0,0066 g L-1 (NH4)2SO4; 0,087 g L-

1 K2HPO4; 0,171 g L-1 K2SO4; 0,0472 g L-1 Ca(NO3).4 H2O; 0,31 g L-1 CaSO4; 0,05 g L-1 
FeEDDHA. 

Solução 2, alto suprimento de N (5,0 mM L-1 NO3
- e 1,0 mM L-1 de NH4

+):  
- 0,128 g L-1 Mg(NO3)2.6H2O; 0,122 g L-1 MgSO4.7H2O; 0,066 g L-1 (NH4)2SO4; 0,087 g L-1 
K2HPO4; 0,171 g L-1 K2SO4; 0,472 g L-1 Ca(NO3).4 H2O; 0,05 g L-1 FeEDDHA. 
 

Vale ressaltar que em ambas as soluções, foi adicionado 1 mL de solução estoque de 
micronutrientes para cada litro de solução nutritiva, contendo: 4,6 µM de H3BO3; 0,5 µM de 
MnCl2.4H2O; 0,2 µM de ZnSO4.7H2O; 0,1 µM de Na2MoO4.2H2O; 0,2 µM de CuSO4.5H2O 
dissolvido em 1 L de água deionizada. 

O experimento teve duração total de 34 dias sendo as plantas avaliadas em três coletas, 
sendo a primeira realizada aos 08 dias após o plantio (DAP); a segunda aos 13 DAP e a terceira 
aos 22 DAP. Em todas as coletas foram realizadas avaliações dos parâmetros biométricos e de 
morfologia de raízes, a contagem de bactérias diazotróficas nas raízes das plântulas foram 
realizadas aos 9, 16, 22 e 34 DAP (Figura 3).  
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Figura 3. Esquema de coletas e análises do Experimento II. 
 
3.3 Avaliação da Depleção de Macronutrientes na Solução Nutritiva em Plantas de Milho 
Inoculadas com Duas Bactérias Diazotróficas: Experimento III 
 
3.3.1 Tratamentos e delineamento experimental 
 

No experimento III foi avaliada a depleção de macronutrientes na solução nutritiva das 
plantas de milho inoculadas ou não com bactérias diazotróficas. O experimento foi 
desenvolvido com 06 repetições, sendo o fator avaliado a inoculação: não inoculado (NI), 
inoculado com a H. seropedicae (estirpe ZAE94); inoculado com A. baldaniorum (estirpe 
Sp245) submetidos à mesma dose de nitrogênio (2,0 mM de N - solução de Hoagland (1954) 
modificada). Foram avaliadas de forma isoladas, as 2 estirpes supracitadas, dispostos em blocos 
casualizados, durante o primeiro semestre de 2019. 
 
3.3.2 Preparo dos inoculantes 
 

Para obtenção dos inoculantes, as estirpes adquiridas do CRB-JD foram crescidas, 
isoladas, inoculadas e multiplicadas nas mesmas condições descritas no item 3.1.2. Após o 
crescimento do pré-inóculo, 50 μL do mesmo foi transferido para 250 mL de meio mínimo 
(NFb-Sp245 e JNFb-ZAE94), e multiplicadas nas mesmas condições também descritas no item 
3.1.2. Após o crescimento, foi realizada a contagem em câmara de Neubauer para obtenção de 
uma densidade populacional de 108 células mL-1, para a equalização populacional dos 
inoculantes foi necessário o ajuste celular com solução tampão fosfato 2 mM (pH 7,0). 
 
3.3.3 Condições experimentais 
 

As sementes foram pré-germinadas em células de espuma fenólica com 2 cm³, em BOD 
a 30ºC com ciclo de fotoperíodo de 12/12 h por 4 dias. Após este período as células com as 
plântulas foram selecionadas, a fim de padronizá-las de acordo com o comprimento da raiz (± 
5 cm) e inoculadas com os respectivos tratamentos. Para a inoculação, as raízes das plântulas 
ficaram submersas por 2 horas na solução inoculadora. 

Após, foi realizado o transplantio para o sistema hidropônico em casa de vegetação. As 
plantas permaneceram por 9 dias em solução nutritiva modificada de Hoagland com 
concentração de 2,0 mM de N (HOAGLAND & ARNOLD, 1950), aplicada a 1/2 força iônica 
(F.I) para os macronutrientes antes do ensaio de depleção e a 1/4 F.I para o respectivo ensaio. 
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Foram utilizados vasos plásticos de 2,0 dm3 sendo preenchidos em sua totalidade de solução 
nutritiva, mantidos sob aeração intermitente. 

A composição química da solução nutritiva (1/2 F.I) foi: P-0,5 mM L-1; K- 3 mM L-1; 
Ca-2 mM L-1, Mg-1 mM L-1, 1,75mM L-1 de NO3

- e 0,25 mM L-1 de NH4
+, S-3,2 mM L-1 e para 

micronutrientes: B- 46,2 μM L-1; Cu-0,31 μM L-1; Mn- 11,38 μM L-1; Mo- 0,09 μM L-1; Zn- 
0,76 μM L-1 e Fe- 53,72 μM L-1. 

A composição química da solução nutritiva (1/4 F.I) foi: P-0,25 mM L-1; K- 1,50 mM 
L-1; Ca-1 mM L-1, Mg-0,50 mM L-1, 1,75 mM L-1 de NO3

- e 0,25 mM L-1 de NH4
+, S-1,25 mM 

L-1 e para micronutrientes: B- 46,2 μM L-1; Cu-0,31 μM L-1; Mn- 11,38 μM L-1; Mo- 0,09 μM 
L-1; Zn- 0,76 μM L-1 e Fe- 53,72 μM L-1. 

O parâmetro pH da solução nutritiva foi monitorado constantemente e em caso de ajuste 
para valores próximos de 5,8, a correção foi realizada com solução de hidróxido de potássio 
(KOH) e/ou ácido sulfúrico (H2SO4) ambos a 1 M. A cada quatro dias foram realizadas as trocas 
da solução nutritiva do sistema. 

Aos 8 dias após o transplantio para sistema hidropônico (DAT), foi realizada a última 
troca da solução nutritiva e a partir daí foram realizadas coletas da mesma para o 
acompanhamento da depleção dos macronutrientes, com intervalo de 2 horas entre as coletas, 
por um período de 34 h, exceto o período noturno, e ao final dessa avaliação as plantas foram 
coletadas e avaliadas. A coleta final foi realizada aos 9 DAT, foram realizadas análises de 
contagem nas raízes das plantas, morfologia radicular, biomassa seca e acúmulo de N (Figura 
4). 
 

 
 

Figura 4. Esquema de cultivo, coletas e análises do Experimento III. 
 
3.4 Avaliação da Inoculação de Bactérias Diazotróficas em Plantas de Milho Cultivadas 
em Substrato Estéril: Experimento IV 
 
3.4.1 Tratamentos e delineamento experimental 
 

O experimento foi desenvolvido com 5 repetições, sendo o fator avaliado a inoculação: 
não inoculado (NI), inoculado com a H. seropedicae (estirpe ZAE94); inoculado com A. 

baldaniorum (estirpe Sp245) submetidos as mesmas doses de adubação nitrogenada. Foram 
avaliadas de forma isolada, as 2 estirpes supracitadas, dispostos em blocos casualizados durante 
o segundo semestre de 2019. 
 
3.4.2 Preparo dos inoculantes 
 

Para obtenção do inoculante, as estirpes foram crescidas, isoladas, inoculadas e 
multiplicadas nas mesmas condições descritas no item 3.2.2. Após a multiplicação em tubo de 
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ensaio, 30 μL do pré-inóculo foi transferido para 250 mL de meio mínimo (NFb-Sp245 e JNFb-
ZAE94), e multiplicadas nas mesmas condições descritas no item 3.2.2. Foi realizada a 
contagem em câmara de Neubauer e posteriormente a leitura a população foi ajustada para a 
obtenção de 106 células mL-1 com tampão fosfato a 2 mM (pH 7,0). 
 
3.4.3 Condições experimentais 
 

As sementes foram lavadas superficialmente com água corrente até a completa retirada 
do fungicida e após foram realizadas 3 lavagens com água destilada. As soluções inoculadoras 
foram aplicadas diretamente sobre as sementes no ato do plantio numa dosagem de 3 mL por 
vaso, no tratamento controle foi adicionado tampão fosfato a 2 mM (pH 7,0). Foram utilizados 
vasos com 7 kg de capacidade contendo o substrato areia + vermiculita (2:1 v/v) autoclavado. 
Foram semeadas três sementes por vaso e após cinco dias da emergência das plântulas foi 
realizado desbaste para a homogeneização mantendo-se uma planta por vaso. A análise química 
deste substrato apresentou as seguintes características: pH (H2O) 6,70, cálcio 0,39 cmolc dm³-

1, potássio 48,72 mg L-1, magnésio 2,81 cmolc dm³-1, nitrogênio 0,01%, fósforo 5,97 mg L-1 e 
alumínio 0,0 cmolc dm³-1. A adubação foi realizada de forma fracionada em aplicações de no 
máximo 100 mL cada por vaso de solução de Hoagland modificada e com pH de 5,8 
(HOAGLAND e ARNON, 1951) e suplementada com superfosfato simples (P2O5).  

Aos 24 dias após o plantio, ou seja, na primeira coleta as concentrações adicionadas por 
vaso de macronutrientes foram: 0,042g de N, 0,25g de P, 0,12g de K, 0,024g de Mg, 0,080g de 
Ca e 0,1g de S e de micronutrientes:  0,25 mg de B; 0,010 mg de Cu, 0,312 mg de Mn, 0,0041 
mg de Mo, 0,025 mg de Zn e 1,5 mg de Fe. E nas demais coletas as concentrações adicionadas 
por vaso de macronutrientes foram: 0,075g de N, 0,26g de P, 0,14g de K, 0,031g de Mg, 0,322g 
de Ca e 0,16 de S e de micronutrientes:  0,3mg de B, 0,012 mg de Cu, 0,375 mg de Mn, 0,005 
mg de Mo, 0,03 mg de Zn e 1,8 mg de Fe. 

O experimento teve duração total de 38 dias sendo as plantas avaliadas em quatro 
coletas: C1, C2, C3 e C4. Sendo C1, a coleta realizada aos 24 dias após o plantio (DAP); C2 
realizada aos 31 DAP, C3 aos 35 DAP e C4 aos 38 DAP. Nas coletas C1, C2, C3 e C4 foram 
realizadas avaliações dos parâmetros biométricos e morfologia de raízes, nas C2, C3 e C4 foram 
avaliadas a atividade da enzima nitrato redutase (aNR) nas folhas e coletado material para 
análise de metabólitos solúveis. Ademais, aos 07 e 24 DAP foram realizadas contagem nas 
raízes das plantas (Figura 5). 
 

 
 

Figura 5. Esquema de coletas e análises do Experimento IV. 
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3.5 Modificações no Metabolismo de Nitrogênio em Plantas de Milho Inoculadas com 
Duas Espécies de Bactérias Diazotróficas: Experimento V 
 
3.5.1 Tratamentos e delineamento experimental 
 

O experimento V foi desenvolvido com 05 repetições, sendo o fator avaliado a 
inoculação: não inoculado (NI), inoculado com a H. seropedicae (estirpe ZAE94); inoculado 
com A. baldaniorum (estirpe Sp245) submetidos à mesma dose de nitrogênio (3,0 mM de N - 
solução de Hoagland (1954) modificada). Foram avaliadas de forma isolada, as 2 estirpes 
supracitadas, dispostos em blocos casualizados durante o segundo semestre de 2019. 
 
3.5.2 Preparo dos inoculantes 
 

Para obtenção dos inoculantes, as estirpes adquiridas do CRB-JD foram crescidas, 
isoladas, inoculadas e multiplicadas nas mesmas condições descritas no item 3.4.2. Igualmente, 
a densidade populacional de 106 células mL-1 foi ajustada com solução tampão fosfato a 2 mM 
(pH 7,0). A escolha da concentração do número de células foi baseada em experiências 
preliminares, que sugeriu ser suficiente para o processo de interação e promover melhorias no 
crescimento das plantas.  
 
3.5.3 Condições experimentais 
 

As sementes foram pré-germinadas em células de espuma fenólica, selecionadas e 
inoculadas conforme descrito no item 3.1.3. Para a inoculação, as raízes das plântulas ficaram 
submersas por 2 horas na solução inoculadora. 

Após o processo de inoculação, foi realizado o transplantio para o sistema hidropônico 
em casa de vegetação. As mesmas permaneceram por 7 dias em solução nutritiva modificada 
de Hoagland com concentração de 3 mM de N (HOAGLAND & ARNOLD, 1950) aplicada 1/4 
da força iônica (F.I) para a adaptação das plantas ao cultivo hidropônico. Assim, após esse 
período, foi aplicada a mesma solução nutritiva a 1/2 F.I e a cada quatro dias foi realizada a 
troca da solução nutritiva do sistema. Para esta segunda etapa, foram utilizados vasos plásticos 
de 7,5 dm3 sendo preenchidos com 6 dm3 de solução nutritiva cada, mantida sob aeração 
intermitente e as plantas permaneceram nessas condições por 25 dias. 
 

Solução nutritiva com 3 mM de N (2,5 mM de NO3
- e 0,5 mM de NH4

+):  
P-0,5 mM L-1; K- 3 mM L-1; Ca-2 mM L-1, Mg-1 mM L-1; S-3,0 mM L-1; 2,5 mM L-1 

de NO3
- e 0,5 mM L-1 de NH4

+ e para micronutrientes: B- 46,2 μM L-1; Cu-0,31 μM L-1; Mn- 
11,38 μM L-1; Mo- 0,09 μM L-1; Zn- 0,76 μM L-1 e Fe- 53,72 μM L-1;  

Solução nutritiva com 2 mM de N (1,75 mM de NO3
- e 0,25 mM de NH4

+): 
P-0,5 mM L-1; K- 3 mM L-1; Ca-2 mM L-1, Mg-1 mM L-1; S-3,2 mM L-1; 1,75 mM L-1 

de NO3
- e 0,25 mM L-1 de NH4

+ e para micronutrientes: B- 46,2 μM L-1; Cu-0,31 μM L-1; Mn- 
11,38 μM L-1; Mo- 0,09 μM L-1; Zn- 0,76 μM L-1 e Fe- 53,72 μM L-1. 
 

Para indução do processo de transporte de N, as plantas foram crescidas em suficiência 
de N (3,0 mM) por 21 dias, foram submetidas a solução nutritiva sem N por 72 horas, e 
posteriormente foram transferidas para solução com 2,0 mM de N. Após, foram realizadas 
coletas da solução nutritiva para o acompanhamento da depleção do N por 24 horas, com 
intervalo de 1 horas entre as coletas, exceto no período noturno, e ao final dessa avaliação as 
plantas foram coletadas. 
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Foram realizadas 3 coletas, aos 21, 24 e 25 dias após o transplantio (DAT).  A primeira 
coleta foi realizada aos 21 DAT, a segunda aos 24 DAT, em que as plantas se encontravam com 
72 h sem fornecimento de N, e a terceira, foi aos 25 DAT, ou seja, após o ressuprimento com 
N e término das coletas de solução para o acompanhamento da depleção de N (Figura 6). 

Em todas as coletas os tecidos foliares foram coletados para avaliação imediata da 
atividade da enzima nitrato redutase (aNR) e para análises de metabólitos solúveis. 
Posteriormente as plantas foram separadas em folhas e raízes para obtenção da biomassa seca, 
acúmulo de N e avaliação da morfologia radicular. 
 

 
 

Figura 6. Esquema de cultivo, coletas e análises do Experimento V. 
 
3.6 Avaliação da Expressão Gênica de Isoformas de PMH+- ATPases, Transportadores 
de Nitrato de Alta Afinidade e Enzimas do Ciclo de N: Experimento VI 
 
3.6.1 Tratamentos e delineamento experimental 
 

O experimento VI foi conduzido para avaliar os padrões de expressão gênica de 
isoformas de PMH+- ATPases, transportadores de nitrato de alta afinidade e enzimas do ciclo 
de N em resposta a presença de nitrato nas plantas de milho inoculadas ou não com bactérias 
diazotróficas. O experimento foi desenvolvido com 04 repetições, sendo o fator avaliado a 
inoculação: não inoculado (NI), inoculado com a H. seropedicae (estirpe ZAE94); inoculado 
com A. baldaniorum (estirpe Sp245) submetidos à mesma dose de nitrogênio (2,0 mM de N - 
solução de Hoagland (1954) modificada. Foram avaliadas de forma isolada, as 2 estirpes 
supracitadas, dispostos em blocos casualizados durante o primeiro semestre de 2021. 
 
3.6.2 Preparo dos inoculantes 
 

Para obtenção dos inoculantes, as estirpes foram crescidas, isoladas, inoculadas e 
multiplicadas nas mesmas condições descritas no item 3.2.2. Após o crescimento do pré-
inóculo, 200 μL do mesmo foi transferido para 500 mL de meio mínimo sem indicadores de pH 
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(NFb-Sp245 e JNFb-ZAE94), e multiplicadas nas mesmas condições descritas no item 3.2.2. 
Após o crescimento, foi realizada a contagem em câmara de Neubauer para obtenção de uma 
densidade populacional de 108 células mL-1, para a equalização populacional dos inoculantes 
foi necessário o ajuste celular com solução tampão fosfato a 2 mM (pH 7,0). 
 
3.6.3 Condições experimentais 
 

As sementes foram pré-germinadas conforme o item 3.3.3. Para a inoculação, as raízes 
das plântulas ficaram submersas por 1 h na solução inoculadora. Após o processo de inoculação, 
foi realizado o transplantio para o sistema hidropônico em casa de vegetação. As mesmas 
permaneceram por 3 dias em solução nutritiva modificada de Hoagland com concentração de 2 
mM de N (HOAGLAND & ARNOLD, 1950) aplicada a 1/4 F.I para a adaptação das plantas 
ao cultivo hidropônico. Assim, após esse período, foi aplicada a mesma solução nutritiva a 1/2 
F.I (Tabela 2), a cada quatro dias foi realizada a troca da solução nutritiva do sistema. Para esta 
etapa, foram utilizados vasos plásticos de 3,5 dm3 sendo preenchidos com 3 dm3 de solução 
nutritiva cada, mantida sob aeração intermitente e as plantas permaneceram nessas condições 
por 18 dias. 

Para indução do processo de transporte de nitrogênio, as plantas foram crescidas em 
suficiência de N (2,0 mM) por 15 dias, em seguida foram submetidas a solução nutritiva sem 
N por 72 horas, e posteriormente realizou-se o ressuprimento com 0,5 mM de NO3

- (Tabela 2). 
Após, foram realizadas coletas da solução nutritiva para o acompanhamento da depleção do N 
durante 6 horas e das raízes das plantas que foram congeladas imediatamente em N2 líquido e 
armazenadas em ultrafreezer à -80°C para posterior extração de RNA, DNA e quantificação de 
proteína total (Figura 7). Nas coletas antes da fome (15 DAT), após o período de fome e de 
ressuprimento com NO3

- (18 DAT) nos diferentes tempos de coletas, foram avaliados 
parâmetros biométricos, morfologia radicular, aGS, metabólitos solúveis, contagem nas raízes, 
cinética da absorção de NO3

- e expressão gênica. 
 

Tabela 2. Solução nutritiva utilizada para o crescimento das plantas de milho (HOAGLAND 
& ARNOLD, 1950) modificada. 

Nutriente 
2 mM 0 mM 0,5 mM 

mM L-1 
N-NO3

- 1,75 0 0,5 
N-NH4

+ 0,25 0 0 
P 0,50 0,50 0,50 
K 3,00 3,0 3,00 

S-SO4
- 3,20 3,70 3,70 

Ca 2,00 2,00 2,00 
Mg 1,00 1,00 1,00 

 µM L-1 
Fe 53,72 53,72 53,72 
B 46,20 46,20 46,20 

Cu 0,31 0,31 0,31 
Mn 11,38 11,38 11,38 
Zn 0,76 0,76 0,76 
Mo 0,09 0,76 0,76 
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Figura 7. Esquema de cultivo, coletas e análises do Experimento VI. 
 
3.6.4 Contagem de bactérias diazotróficas nas raízes 
 

Foi realizada a coleta das raízes das plantas de milho para estimar, quantificar e 
acompanhar a população bacteriana. A mesma foi realizada através do método do número mais 
provável (NMP) conforme descrito no item 3.7.1 e, por meio da técnica de qPCR (n=4), onde 
o DNA total dos tecidos das raízes de milho armazenados em ultrafreezer foi extraído, assim 
como o DNA genômico das estirpes alvos. 
 
a) Extração de DNA total 
 

O DNA genômico das estirpes de A. baldaniorum (Sp245) e H. seropedicae (ZAE94) 
foi extraído utilizando a metodologia do tampão CTAB (DOYLE & DOYLE, 1987). Para o 
processo de extração 1 mL da suspensão bacteriana foi centrifugada em microtubos de 2 mL a 
10.000 rpm por 5 min, o sobrenadante foi descartado e o sedimento formado foi utilizado para 
a extração do DNA. Para a extração com o referido tampão foram utilizados 600 µL do mesmo 
[2% (p/v) de brometo de cetiltrimetilamônio - CTAB; 1,42 M de NaCl; 100 mM de Tris-HCl 
(pH 8,0); 20 mM de EDTA (pH 8,0); 2% (p/v) de polivinilpirrolidona - PVP; 5 mM de ácido 
ascórbico e 4 mM de ácido dietiditiocarbamico - DIECA] pré-aquecido a 65° C, o sedimento 
bacteriano foi dissolvido suavemente por pipetagem. As amostras foram incubadas em banho-
maria por 20 min a 65° C e homogeneizadas a cada 5 min.  Em seguida, as amostras foram 
acondicionadas em bancada e após atingirem temperatura ambiente adicionou-se 3 µL de 
RNAse (20 mg mL-1) e 3 µL de Proteinase K (1 mg mL-1) com posterior incubação a 37° C por 
30 min em equipamentoThermomixer. Posteriormente, adicionou-se 600 µL de clorofórmio-
álcool isoamílico (24:1) com homogeneização e centrifugação a 13.000 rpm por 10 min. 

O sobrenadante foi coletado e transferido para um novo microtubo estéril de 2 mL, a 
este foi adicionado 70% de isopropanol (100%) gelado correspondente ao volume recuperado, 
para precipitação do DNA. As amostras foram invertidas suavemente de forma manual por 10 
vezes e em seguida centrifugadas a 13.000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi descartado e ao 
pellet formado foi adicionado 500 µL de solução de álcool etílico a 70% (v/v) para sua lavagem 
com posterior centrifugação a 10.000 rpm por 5 min. Novamente o sobrenadante foi descartado 
e o pellet foi seco a temperatura ambiente por 3 h em capela de exaustão com fluxo de ar ligado. 

O processo de extração foi finalizado com a reidratação do pellet com 100 µL de água 
ultrapura livre de nucleases (Promega). A quantificação do rendimento e a pureza das amostras 
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de DNA foram avaliadas em espectrofotômetro utilizando o equipamento NanoDrop 
(Thermofisher) com comprimento de onda de 260 nm e a observação das relações entre os 
valores de absorbância 260/280 e 260/230, respectivamente. A quantificação também foi 
realizada com o fluorímetro Qubit® 2.0 (Invitrogen), para isso foi utilizado o kit QubitTM 
dsDNA BR Assay seguindo as recomendações do fabricante e a integridade do DNA bacteriano 
extraído foi observada em gel de agarose (1% p/v) corado com brometo de etídio (0,5 µg mL-

1) por meio de eletroforese (70V/90min). As amostras foram armazenadas em freezer a -20°C 
durante o processamento da qPCR. 

Para a extração de DNA dos tecidos de raízes das plantas de milho, o tecido vegetal foi 
macerado em N2 líquido com auxílio de pistilo e gral. Após, 250 mg de tecido foram 
transferidos para microtubos de 2 mL e a extração com tampão CTAB seguiu o mesmo 
protocolo descrito para a extração do DNA genômico das estirpes. 
 
b) Ensaio em PCR em tempo real (qPCR) 
 

Para o ensaio de qPCR os pares de iniciadores (primers) utilizados para detecção e 
quantificação das estirpes alvos foram específicos (Tabela 3), desenhados a partir da sequência 
dos genomas das estirpes em estudo (Sp245-n° de acesso no NCBI: CP022253.1 e HE577327.1/ 
ZAE94-n° de acesso no RAST: 6666666.224243) por Soares et al. (2021) e Soares (2020) 
conforme metodologia descrita nos respectivos trabalhos. 
 

Tabela 3. Iniciadores utilizados para quantificar as estirpes bacterianas de A. baldaniorum 
(Sp245) e H. seropedicae (ZAE94) em tecidos das raízes de milho. 

Estirpe ID do iniciador Sequências (5’-3’) Tamanho do 
Amplicon (pb) 

Sp245 (BR11005) 
Sp245p10F CCTCTATCGGAACCGCAACG 

203 
Sp245p10R GCACTTGTTTGATGCCGAGA 

ZAE94 (BR11417) 
ZAECont2223F2 GGTCGCTCTTATGACGTGGT 

196 
ZAECont2223R2 GAAGGCGTTGGGATACATCG 

 
As reações de PCR em tempo real foram realizadas no aparelho 7500 Fast Real-Time 

PCR System (Applied Biosystems) utilizando o kit GoTaq® qPCR Master Mix (Promega®) com 
volume total de reação de 15 µL, sendo todas realizadas em duplicata. Cada reação foi composta 
por: 6,5 µL de SYBR Green, 0,22µL de cada iniciador (primer) (10 µM), 0,5 µL de solução de 
Tween 20 a 2% (v/v), 5,0 µL de DNA e 2,56 µL de água ultrapura. As condições da reação 
foram: 95°C por 10 min seguida por 40 ciclos a: 95°C por 15 s e 60°C por 30 s. 

Para a análise do resultado elaborou-se uma curva padrão para cada estirpe alvo a partir 
da diluição decimal seriada de seu DNA genômico, as concentrações finais de DNA variaram 
de 20 a 0,0002 ng 15 µL-1 para a estirpe Hs-ZAE94 e 25 a 0,00025 ng 15 µL-1 para a estirpe 
Ab-Sp245, já que 5,0 µL de DNA foram utilizados na reação. O número de cópias do fragmento 
de DNA alvo correspondente a massa de DNA genômico de cada diluição foi determinado a 
partir do tamanho do genoma das estirpes alvo, conforme Tabela 4, através da Equação 1. 
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Tabela 4. Tamanho do genoma das estirpes alvo. 
Espécie Estirpe Tamanho do genoma (pb) Referência 

Azospirillum baldaniorum Sp245 7.530.241 WISNIEWSKI-DYÉ et al. (2011) 
Herbaspirillum seropedicae ZAE94 5.653.622 BALDANI et al. (2011) 

 

                             N° de células =

 ����×�,����.��������é����  ���!"�

# �$%�×����� ���!"�×�.��&��� �!"�
                                  (1) 

Onde: 
 
N° de células = número de células ou cópias do fragmento de DNA alvo amplificado; 
X = massa de DNA utilizado na reação em nanograma (ng);  
6,0221*1023 = constante de Avogadro;  
N = tamanho do DNA genômico em pares de base (pb); 
660 = massa média de 1 pb de DNA dupla fita;  
1,0*109 = constante para conversão da massa do fragmento de DNA amplificado de grama para 
nanograma. 
 

Ao final o log10 do número de cópias de cada amostra de DNA usada na reação foram 
correlacionados às médias do valor de Ct (Cycle threshold) obtidas na qPCR, para se plotar 
uma curva padrão para cada estirpe. A equação da reta gerada foi utilizada para calcular o 
número de cópias do fragmento de DNA de cada estirpe alvo nas amostras de tecido radicular 
de milho. Sendo assim, a quantidade de células presentes em cada amostra foi estimada a partir 
do número de cópias do fragmento, uma vez que se entende que o fragmento alvo a ser 
amplificado tem apenas uma cópia no genoma. Para calcular o número de células das estirpes 
alvos por grama de tecido fresco foi utilizada a Equação 2. 
 

                                                        N° de células =  
'()(*

+
x E                                               (2) 

Onde: 
A = número de cópias do fragmento; 
B = concentração de DNA genômico extraído (ng µL-1); 
C = volume de DNA extraído (µL); 
D = massa de DNA total empregada na reação de qPCR (ng); 
E = massa inicial de tecido vegetal utilizada para extração de DNA (ng) 
 
As eficiências de amplificação dos primers foram determinadas pela Equação 3.  
 

                                                          E =  10
0�

"

12345
�
 -1                                                            (3) 

 
Onde: 
E = eficiência de amplificação (%); 
Slope = valor de inclinação da reta gerado pela equação de cada iniciador (primer). 
 
3.6.5 Expressão gênica 
 
a) Extração de RNA total 
 

As amostras de raízes foram maceradas em N2 líquido com auxílio de gral e pistilo. 
Após, 1 mL do reagente Trizol® (Invitrogen) mantido sob refrigeração foi adicionado em cerca 
de 200 mg de tecido macerado acondicionados em um microtubo de 2 mL e com auxílio de um 
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agitador orbital do tipo vórtex foi homogeneizado. As amostras foram mantidas por 5 minutos 
à temperatura ambiente para permitir a completa dissociação dos complexos de 
nucleoproteínas. Foram adicionados 0,2 mL de clorofórmio refrigerado e agitou-se 
vigorosamente as amostras à mão e, após, as mesmas foram incubadas novamente à temperatura 
ambiente. Depois, as amostras foram centrifugadas 12.000 g por 15 minutos à 4°C e o 
sobrenadante foi transferido para novo microtubo. 

Para a precipitação do RNA foram adicionados 0,5 mL de isopropanol (mantido a -
20°C). Por inversão dos tubos, as amostras foram agitadas cuidadosamente e mantidas em 
temperatura ambiente por 10 minutos. Depois, as amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 
10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi descartado ficando o RNA precipitado no fundo do 
microtubo. Este precipitado foi lavado com 1 mL de solução de álcool etílico a 75% (v/v - 
preparado com água ultrapura tratada com dietilpirocarbonato - DEPC) e após centrifugado a 
12.000 g por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado, o excesso de etanol foi retirado 
e o precipitado foi seco em temperatura ambiente por 5 minutos. O RNA foi eluído em 50 µL 
de água tratada com DEPC, após foi quantificado em Nanodrop (Thermofisher) e a qualidade 
verificada em de gel de agarose a 1% (m/v) corado com gel-red. O RNA extraído ficou 
armazenado em freezer à -80°C para posterior análise. 
 
b) Tratamento com DNAse I, síntese de cDNA e PCR em tempo real (qPCR) 
 

Para o tratamento das amostras com DNase foi utilizado o Kit “DNAse I Amplification 
Grade” (Sigma-Aldrich). Para cada 1 µg de RNA total tratado, foi utilizado 1 µL de tampão de 
reação (10x), 1 µL da enzima DNAse I (1U µL-1) e água para volume total de 10 µL de reação. 
As amostras foram incubadas em termociclador por 15 minutos à 25˚C. Foi adicionado 1 µL da 
solução de parada para cada 1 µg de RNA tratado e incubado novamente em termociclador à 
70˚C por 10 minutos para inativação da enzima DNAse I. 

Na reação de síntese do cDNA foi utilizado o kit “High-Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kits” (Applied Biosystems) seguindo as recomendações do fabricante. A reação 
foi realizada em termociclador com a seguinte programação: 10 minutos a 25°C, 120 minutos 
a 37°C e 5 minutos a 85°C. 

As reações de PCR em tempo real foram realizadas no aparelho StepOne Plus Real-
Time PCR System” (Applied Biosystems) utilizando o kit “HOT FIREpol® Eva Green® qPCR 
Mix Plus (ROX)” (Solis BioDyne) de acordo com as recomendações do fabricante. Todas as 
reações foram realizadas em duplicata. Cada reação foi realizada da seguinte maneira: 15 
minutos à 95ºC, quarenta ciclos de amplificação com 95 °C por 15 segundos, 60 °C por 20 
segundos e 72°C por 20 segundos. E finalmente a curva de dissociação com ciclos de 
amplificação de 15 segundos a 95°C e um aumento de temperatura de 0,3°C a cada ciclo de 
60°C até 95°C para verificar a especificidade da reação. 

A especificidade dos iniciadores foi analisada por alinhamento das sequências nos 
bancos de dados (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov e MaizeGBD, 
https://www.maizegdb.org/) e experimentalmente ao fim da reação de PCR durante a curva de 
dissociação. Os cálculos de expressão foram realizados com base no método do CT (Cicle 

Threshold, ciclo limite) comparativo (2-∆∆CT) de LIVAK & SCHMITTGEN (2001). Como 
controle endógeno foram utilizados os genes actina (ZmActin) e tubulina (ZmTubulin) 
(GARNETT et al., 2015) conforme Tabela 5. 
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Tabela 5. Sequência dos iniciadores (Forward e Reverse) para os genes transportadores de nitrato de alta afinidade, PM H+ -ATPases e enzimas 
do ciclo de N em milho utilizados no experimento. O gene da actina (ZmActin) e tubulina (ZmTubulin) foram utilizados como controle 
endógeno. 

Gene Gene ID Forward Primer (5'-3') Reverse Primer (5'-3') 
q-PCR 

(pb) 
Referência 

ZmNRT2.3 GRMZM2G163866 AGGAAGGGCATCGAGAACAT CTTGCGCTGTGACGGCCTAC 179 
GARNETT et al., 

2013 ZmNRT2.5 GRMZM2G455124 GCATCGTCCCGTTCGTCTC CCGTCTCCGTCTTGTACTTGG 129 

ZmNRT3.1A GRMZM2G179294 GCATCCACGCCTCTCTCAAG TCAGCAACGACAGCCACTCAT 177 

ZmHA2 GRMZM2G019404 AACACCTTTGCTGCCCGAC GAAACTCCCTAGAAAGACGG 128 
PII et al., 2016 

ZmHA4 GRMZM2G006894 TGCCACCCTTGTTGTTCTTG TGTCTCCAATCACATCACCG 88 

ZmNADH-GOGAT GRMZM2G077054 CATAGACCGAGGCATGTTTTA AAACAATAGACACCAAAACTTTC 110 PII et al., 2019 

Nitrate reductase (ZmNR1) GRMZM2G568636 GCCGACTTGCCAGCGTAAAT ACATGTTGCACATTCCGAGG 163 Este trabalho 

Nitrate reductase (ZmNR2) GRMZM5G878558 TACGATCAAAGGATACGCATACTC CTTGCCGTACTTGGTTGGAC 130 CANTÚ et al., 2016 

Glutamine synthetase (ZmGS1-1) GRMZM2G050514 CGAGGGAGCCCACTGTTTTT TGTTCCCGAGCAATACACCG 123 
Este trabalho 

Glutamine synthetase (ZmGS1-5) GRMZM2G046601 CGCTCTCCAGTGTACTGCTC CGCAGCCAATCGTACACCTA 102 
Glutamine synthetase 

(ZmGS2) 
GRMZM2G098290 TTATATACGCCGTCCGCGCC GAGACCTCACCTGTGACGAGC 104 LI et al., 2021 

ZmActin GRMZM2G126010 CCAATTCCTGAAGATGAGTCT TGGTAGCCAACCAAAAACAGT 156 
GARNETT et al., 2015 

ZmTubulin GRMZM2G152466 GAGGACGGCGACGAGGGTGAC CAAAGCGGGGGAATAAAGTCT 186 
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3.6.6 Cinética de absorção de nitrato 
 

Para a obtenção dos parâmetros cinéticos, os níveis de NO3
- na solução foram 

monitorados durante 6 horas após o ressuprimento da fonte de nitrogênio. Amostras de 1 mL 
da solução nutritiva foram coletadas para determinação da concentração de nitrato e ao final do 
experimento o volume final da solução bem como a massa fresca radicular foram determinadas 
para o cálculo dos parâmetros cinéticos. Os valores de Vmáx e KM foram estimados empregando-
se um processo gráfico-matemático proposto por Ruiz (1985) através do software Cineticawin 
1.0 (RUIZ & FERNANDES-FILHO, 1992). 
 
3.7 Avaliações Realizadas Durante os Experimentos 
 
3.7.1 Contagem de bactérias diazotróficas 
 

Para estimar e acompanhar a população bacteriana foi realizada a coleta das raízes das 
plantas, a mesma foi realizada através do método do número mais prováveis (NMP) e pela 
tabela de McCrady com três repetições, no meio de cultivo semi-sólido NFb e JNFb, conforme 
descrito por Baldani et al. (2014). Para isso, o material vegetal obtido nas diferentes coletas foi 
devidamente lavado com água destilada e secos em papel toalha, posteriormente foi pesado e 
macerado com solução salina na relação 1/10. Após, 1 mL da solução precedente foi retirada 
para a realização das diluições seriadas também em solução salina até 10-9, em seguida, 0,1 mL 
de cada diluição foi inoculada nos frascos contendo 5 mL dos respectivos meios semi-sólidos 
supracitados. Após 7 dias de incubação a 30°C procedeu-se a contagem, sendo considerado 
crescimento positivo o aparecimento da película característica de crescimento de bactérias 
diazotróficas na subsuperfície do meio. 
 
3.7.2 Avaliação de parâmetros radiculares e biometria 
 

Para as análises das raízes, evitando-se a sobreposição, as mesmas foram espalhadas em 
uma cuba de acrílico, na dimensão que as comportavam, preenchida por uma lâmina de água 
destilada. Procedeu-se à captura das imagens utilizando um scanner profissional Epson 
XL1000. As características da morfologia radicular foram avaliadas por meio do programa 
analisador de imagens WinRHIZO Pro™. As variáveis avaliadas foram comprimento total, área 
superficial total, área de projeção, diâmetro médio, volume total, número de pontas, 
bifurcações, cruzamentos, comprimento total das raízes finas (Ø até 1,5 mm) e comprimento 
total das raízes grossas (Ø > 1,5 mm). Quando necessário, as raízes foram armazenadas em 
álcool etílico a 50% (v/v) até o processamento das imagens. 

As variáveis biométricas avaliadas foram número de folhas, diâmetro do colmo 
mensurado com auxílio de um paquímetro digital (Digimess) e o parâmetro índice de área foliar 
(AF) realizado com medidor de bancada modelo LI-3100C (LI-COR™) com todas as folhas 
existentes. 
 
3.7.3 Atividades enzimáticas 
 
a) Atividade da enzima nitrato redutase (aNR) 
 

A análise da aNR foi realizada pelo método in vivo de acordo com Jaworski (1971) e 
adaptado para milho de acordo com Breda et al. (2019b). As coletas consistiram em amostras 
de 0,5 g dos fragmentos de tecido de raízes e/ou da folha +1 (sem a nervura central) cortadas a 
aproximadamente 1 cm da inserção no colmo. Esses fragmentos foram acondicionados no 
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escuro em 10 mL de solução extratora obtida a partir de 2,5 mL de tampão fosfato preparado 
com KH2PO4 na concentração de 285 mM com pH 7,3; 2,5 mL de KNO3 com concentração de 
300 mM; 1,0 mL de solução de Tween 20 a 0,6% (v/v) e 4,0 mL de água deionizada. Logo 
após, as amostras foram submetidas a vácuo (600 mm Hg) por 3 minutos e posteriormente 
mantidas em banho-maria a 32oC, por 90 min. Após o período de incubação, foram retiradas 
alíquotas de 0,5 mL da solução de incubação de cada amostra e recolhidas em tubos de ensaio 
onde foram adicionados 0,5 mL de sulfanilamida a 1% em HCl 3M (m/v), 0,5 mL de n-naftil-
etileno-diamino a 0,02% (m/v). As alíquotas permaneceram em repouso por 20 min e, então, 
foi acrescentado 4 mL de água deionizada. A absorbância foi medida em espectrofotômetro 
(modelo 2000 UV-Bel Photonics) a 540 nm e a determinação da concentração de NO2

-, foi 
obtida a partir de uma curva padrão de NaNO2. Desta forma, a atividade da enzima foi estimada 
pela quantidade de NO2

- liberada pelos tecidos vegetais na solução de incubação e foi expressa 
em µmoles de NO2

- h-1 g-1 de massa fresca. 
 
b) Atividade da enzima glutamina sintetase (aGS) 
 

A aGS foi realizada de acordo com o método descrito por Schiavon et al. (2008) com 
modificações. Amostras do tecido fresco de folha e/ou raízes (0,5 g) foram maceradas em 
nitrogênio líquido e, em seguida foi adicionado 1,5 mL do tampão de extração, constituído por 
50 mM de Tris-HCl (pH 8,0); 1 mM de EDTA (pH 8,0); 1,5% (m/v) de polivinilpolipirrolidona 
(PVPP), 10 mM de ditiotreitol (DTT), 30% (v/v) de glicerol puro e 1 mM de fluoreto de 
fenilmetilsulfonil (PMSF). Este homogeneizado foi centrifugado a 14.000 g durante 30 min em 
centrífuga refrigerada a - 4 °C (5415 R; Eppendorf). O conteúdo de proteína total foi 
determinado através do método descrito por Bradford (1976), pela absorbância em 
espectrofotômetro a 540 nm utilizando albumina de soro bovina (BSA) como padrão. 

Esse extrato protéico foi utilizado para quantificar a atividade de GS, para isso foi 
preparado o tampão de extração pela adição de 2,5 mL de imidazol-HCl a 1M (pH 7,5); 2,5 mL 
de solução de hidroxilamina-Tris a 0,1M (pH 7,5); 0,203 g de MgCl2.6H2O; 0,184 g de L-
glutamato; 0,138 g de ATP e 17,5µL de β-mercaptoetanol e avolumado para 45 mL. Uma 
alíquota de 450 µL deste tampão, com e sem a presença de ATP, foi adicionado a 50 µL 
contendo 50 µg de proteína. Esta mistura foi incubada a 30° C por 30 min e após esse período, 
a reação foi paralisada pela adição de 350 µL de uma solução composta por 4% de ácido 
tricloroacético- TCA (m/v) e 3,2% de cloreto férrico anidro- FeCl3 (m/v) preparada em ácido 
clorídrico (HCl) 0,5 N.  As absorbâncias das amostras foram mensuradas em placa de ELISA 
com o leitor de microplaca modelo Anthos Zenyth 200 ST (Biochrom) a 540 nm, utilizando 
como padrão o γ-glutamil mono-hidroxamato. A atividade da GS foi expressa em µmoles de γ-
glutamil monohidroxamato produzido por minuto por µg proteína-1. 
 
3.7.4 Análise de metabólitos solúveis 
 

Amostras de 1 g de material coletado da parte aérea e/ou raízes foram homogeneizadas 
em 20 mL de etanol 80% (v/v) após processo de trituração por 3 min em triturador Turratec 
(modelo TE-102 (Tecnal, hélice de 12 mm) e filtrados com papel filtro ø=150mm. O filtrado 
foi recolhido e após a partição com clorofórmio (FERNANDES, 1984) em funil de separação, 
a fração solúvel obtida foi utilizada para a determinação dos teores de N-amino livre pelo 
método da ninidrina (YEMM & COCKING, 1955), N-NO3

-
 (MIRANDA et al., 2001), N-NH4

+ 
(MITCHEL, 1972) e açúcares solúveis (YEMM & WILLIS, 1957). 
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3.7.5 Acúmulo de biomassa, nitrogênio total e clorofila 
 

A parte aérea (folhas e caules) e a raiz foram pesadas no momento das coletas e depois 
foram secas em estufa com ventilação forçada a 65°C até atingir peso constante para a obtenção 
da biomassa seca e o acúmulo deste nutriente. Após o processo de secagem, as amostras foram 
moídas em moinho de facas do tipo Willey (<2 mm) e destinadas à análise de nitrogênio total, 
por digestão sulfúrica e destilação (BREMNER & MULVANEY, 1983). 

No experimento I, a eficiência do uso de N (EUN) foi calculada utilizando a Equação 4, 
conforme proposto por Xu et al. (2012). 
 

                       678 �990:� =
;<==< =>?< @A@<B C< DB<E@<

FG@HAIêEGA <DBG?<CA
                                               (4) 

 
E apenas no experimento VI, durante o ensaio de cinética foi realizada a estimativa no 

teor de clorofila foliar com o auxílio do clorofilômetro portátil ClorofiLOG® (modelo CFL 
1030). Por meio de sensores, ele analisa três faixas de frequência de luz e através de relações 
de absorção de diferentes frequências fornece as medições dos teores de clorofila a, b e total, 
expressas em unidades dimensionais conhecidas como ICF (Índice de Clorofila Falker). Os 
dados das leituras foram obtidos pela média de três medições realizadas em sequência no terço 
médio da folha +1 de cada planta. 
 
3.7.6 Monitoramento dos níveis de macronutrientes da solução nutritiva 
 
a) Experimento I 
 

Para a determinação de NO3
-, foi utilizada a metodologia descrita por Miyazawa et al. 

(1985), mas utilizando os comprimentos de onda 220 e 275 nm. Assim, considera-se que, no 
comprimento de onda de 220 nm, a absorbância reflete a presença de NO3

- e impurezas, e no 
comprimento de 275 nm, reflete apenas impurezas. De acordo com Olsen (2008), é necessário 
subtrair da absorbância no comprimento de onda de 220 nm o dobro da absorbância em 275 
nm. Para a determinação de NH4

+ utilizou-se o método de silicato-hipoclorito de acordo com 
Kempers & Zweers (1986). 
 
b) Experimento III 
 

Para a determinação de NO3
- foi utilizada a metodologia descrita por Miranda et al. 

(2001), para NH4
+ utilizou-se o método Mitchel (1972), para Ca, Mg e K determinou-se através 

de espectrometria de absorção atômica com chama (modelo AA-6800- Shimadzu) e o P 
determinou-se por colorimetria em espectrofotômetro-UV (modelo Genesys 10S VIS- 
ThermoFisher Scientific) com λ=660 nm, conforme metodologia descrita por (NOGUEIRA & 
SOUZA, 2005). 
 
c) Experimento V e VI 
 

Para a determinação de NO3
- foi utilizada a metodologia descrita por Miranda et al. 

(2001) e para NH4
+ utilizou-se o método Mitchel (1972). 
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3.8 Bioensaios em Câmaras de Crescimento 
 
3.8.1 População bacteriana 
 

O ensaio avaliou a aplicação de duas densidades populacionais bacterianas, 106 e 108 
cel mL-1, das estirpes que tiveram enfoque no trabalho Ab-Sp245 e Hs-ZAE94. Ambas as 
estirpes foram crescidas e multiplicadas conforme descrito no item 3.2.2.  

As sementes de milho híbrido SHS5050 foram desinfestadas superficialmente conforme 
descrito no item 3.1.3 e pré-germinadas em papel germitest duplo estéril umedecido com 40 
mL de água destilada autoclavada pelo período de 2 dias em BOD à 30°C no escuro envolvidos 
em filme plástico. Após, as plântulas foram selecionadas de acordo com o comprimento da 
radícula (± 1,5 cm) e ficaram imersas durante 1 h nas respectivas suspensões bacterianas. Em 
seguida, mais uma vez foram colocadas para germinar nas mesmas condições descritas 
anteriormente pelo período de 6 dias, com ciclo de fotoperíodo ajustado para 12 h de luz. O 
ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com 12 repetições. Ao final, 
as raízes das plantas foram escaneadas para avaliação da morfologia conforme descrito no item 
3.7.2. 
 
3.8.2 Ácido 3- indolacético (AIA) 
 

No ensaio para avaliar a aplicação de diferentes concentrações de AIA exógeno no 
híbrido de milho SHS5050, as sementes foram desinfestadas superficialmente conforme 
descrito no item 3.1.3. Após, as mesmas ficaram imersas por 1 h nas soluções com 10-12, 10-11, 

10-10, 10-9 e 10-8 M de AIA sob proteção da luz, o controle consistiu apenas em água destilada 
autoclavada isenta de regulador vegetal (0 M). As concentrações foram preparadas a partir da 
diluição seriada da solução estoque de 1 mM de AIA. 

As sementes foram colocadas para germinar em dupla camada de papel germitest estéril 
umedecidos com 40 mL das respectivas soluções envolvidos em filme plástico por 4 dias em 
BOD à 30°C com ciclo de fotoperíodo ajustado para 12 h de luz. O ensaio foi conduzido em 
delineamento inteiramente casualizado com 12 repetições. Ao final, as plântulas foram 
escaneadas para avaliação da morfologia radicular conforme descrito no item 3.7.2. 
 
3.9 Análise Estatística 
 

Os dados foram analisados pelo software R (R CORE TEAM, 2019) e/ou SISVAR 5.3 
(FERREIRA, 2010) quanto à normalidade (teste Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variância 
(teste Bartlett). Os diferentes parâmetros avaliados foram submetidos à testes de análise de 
variância (ANOVA), e havendo significância as médias foram comparadas através do teste 
LSD, com nível de confiança de 95% (p≤0,05). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1 Modificações no Metabolismo de Nitrogênio em Plantas de Milho Inoculadas com 
Bactérias Diazotróficas Cultivadas em Doses Contrastantes de Nitrogênio: Experimento 
I 
 
4.1.1 Contagem de bactérias 
 

A população inicial de ambos os inoculantes de Ab-Sp245 e Hs-ZAE94 foi equalizado 
para 109 células mL-1 no dia da inoculação.  Dois dias após a transferência das plântulas de 
milho inoculadas para as respectivas soluções de crescimento alto (3,0 mM) e baixo N (0,3 
mM), as populações iniciais de ambas as estirpes bacterianas estavam semelhantes, 
independentemente do nível de N, em aproximadamente 108 células g-1 de massa fresca (MF) 
das raízes (Figura 8). Nesse momento, as plantas não inoculadas apresentaram uma população 
natural entorno de 104 células g-1 de MF de raiz. Haja visto, que a desinfestação superficial das 
sementes não impediu o estabelecimento desta população no tratamento não inoculado, uma 
vez que alguns diazotróficos, entre outros grupos bacterianos, são capazes de residir nos tecidos 
das sementes (KANDEL et al., 2017). Por esse motivo, a possibilidade de competição entre as 
populações carreadas pelas sementes e as estirpes inoculadas não pode ser desconsiderada. 

Nesse sentido, observou-se uma redução na população das estirpes inoculadas em ambas 
datas de amostragem para as plantas que cresciam sob dose baixa de N. Aos 24 DAT nessa 
condição, a população de ambas as estirpes bacterianas diferiu sendo 10 vezes maior para Hs-
ZAE94.  As plantas referentes ao tratamento controle exibiram uma população similar a este, 
mesmo com desinfestação superficial das sementes com NaClO. A convergência de ambas as 
estirpes a um nível comum entre 106 e 107, para Hs-ZAE94 e Ab-Sp245, respectivamente, aos 
32 DAT na dose alta é indicativo de uma população microbiana limite em que o ambiente 
radicular pode sustentar, nessas condições. Apenas as plantas inoculadas com Ab-Sp245 no 
tratamento com dose alta de N mantiveram populações bacterianas ligeiramente superiores 
entorno de 107 células g-1 MF de raízes (Figura 8), isso sugere que a disponibilidade de N é um 
fator chave para a competência dessa estirpe no sistema radicular (VANBLEU e 
VANDERLEYDEN, 2007). 

Em contraste com A. baldaniorum, que é capaz de colonizar tanto a rizosfera como as 
raízes da planta, a H. seropedicae é considerada um endófito obrigatório ou facultativo com 
taxas de sobrevivência muito baixas fora da planta (JAMES & OLIVARES, 1998). Isso pode 
indicar que a persistência do último seja dependente do genótipo da planta, conforme 
demonstrado por Alves et al. (2015) em diferentes genótipos de milho inoculados com Hs-
ZAE94 em condição de campo. 
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Figura 8. Contagem de bactérias pela técnica do Número Mais Provável (NMP) presente no 
inoculante, na solução (dia zero), após 48h em hidroponia e 24 e 32 dias após o transplantio 
(DAT) (n = 4). NMP com os meios semi-sólido NFb e JNFb sem nitrogênio. 

 
4.1.2 Avaliação de parâmetros radiculares e biometria 
 

A arquitetura das raízes foi avaliada através do software WinRHIZO Pro ™ (Figura 9). 
As plantas inoculadas com Ab-Sp245 com suprimento de 3,0 mM N aumentaram vários 
parâmetros de crescimento radicular, como comprimento total da raiz, volume da raiz, número 
de pontas, bifurcações e cruzamentos, especialmente aos 32 DAT (Figuras 9a, b, c, d, e). O 
comprimento das raízes finas (0-1,5 mm), que são mais eficientes para a absorção de nutrientes, 
aumentou apenas na dose alta de N com a inoculação de Ab-Sp245 e o tratamento com Hs-
ZAE94 aos 24 DAT teve um incremento, mas não diferiu do controle não inoculado (Figura 
9g). Esse mesmo comportamento repetiu para os parâmetros comprimento, volume, n° de 
pontas e área superficial, mas não diferindo do controle. No tratamento com dose baixa de N, 
não foram observadas diferenças significativas em nenhum dos parâmetros avaliados. Com 
base na avaliação destes parâmetros, a inoculação com Ab-Sp245 melhorou a arquitetura 
radicular, mas foi controlada pelo status de N da solução sendo verificado que o suprimento 
com 0,3 mM de N limitou essa promoção de crescimento. 
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a) Comprimento de raiz b) Volume de raiz 

  
c) Número de pontas d) Número de bifurcações 

  
e) Número de cruzamentos f) Área superficial 

  
g) Comprimento de raízes finas 0-1,5 mm h) Área foliar 

  
 

Figura 9. Parâmetros radiculares e biometria de plantas de milho inoculadas ou não com Ab-
Sp245 e Hs-ZAE94 avaliadas aos 24 e 32 DAT crescendo em dois níveis de N (0,3 e 3,0 
mM). As colunas representam o valor médio e as barras representam o erro padrão de 4 
repetições. 
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4.1.3 Atividades enzimáticas 
 
a) aNR 
 

A atividade da enzima nitrato redutase (aNR) foi medida antes da renovação da solução 
nutritiva, ou seja, no final do período de 3 dias em que ambas as fontes de N foram utilizadas e 
atingiram a concentração mínima (Figura 10). A aNR foi avaliada aos 24 e 32 DAT e a 
inoculação não alterou a atividade nos dois níveis de N testados (Figura 10a, b), embora seja 
possível observar um aumento de uma coleta para a outra, sendo este mais evidente nas raízes, 
e em ambas as condições de N. A aNR foi 10 vezes superior nas folhas em comparação com as 
raízes, independente da concentração de N fornecida (Figura 3a, b). Isso demonstra que a maior 
parte do N-NO3

- após absorvido foi preferencialmente reduzido nas folhas, nessas condições. 
Estes resultados eram esperados, pois normalmente a atividade desta enzima é alta nas folhas, 
uma vez que são tecidos fotossintetizantes, e tem-se a formação de NADPH nos cloroplastos, 
aparentemente sendo este utilizado como poder redutor por algumas isoformas da enzima NR 
(FERNANDES, SOUZA & SANTOS, 2018).  

Nas raízes também houve atividade desta enzima (Figura 10b), uma vez que há 
isoformas desta enzima que são ativas neste tecido, utilizando como poder redutor o NADH. 
Em geral, espécies nativas de regiões de clima temperado dependem mais intensamente da 
assimilação do nitrato pelas raízes do que espécies de regiões tropicais e subtropicais (TAIZ & 
ZEIGER, 2017). 
 

a) b) 

  
 

Figura 10. Atividade da enzima nitrato redutase de plantas de milho inoculadas ou não com 
Ab-Sp245 e Hs-ZAE94 avaliadas aos 24 e 32 DAT crescendo em dois níveis de N (0,3 e 
3,0 mM) e avaliadas antes da troca da solução nutritiva. As colunas representam o valor 
médio e as barras representam o erro padrão de 4 repetições. 

 
b) aGS 
 

A atividade da enzima glutamina sintetase (aGS) também foi medida antes da renovação 
solução nutritiva, conforme descrito anteriormente para aNR. A aGS foi modificada pela 
inoculação, bem como com o nível de N e o tempo de coleta (Figura 11a, b). Aos 24 DAT, a 
inoculação com ambas as estirpes reduziu a aGS nas folhas das plantas em 3 mM de N (Figura 
11a). Na coleta aos 32 DAT, oito dias depois e no tratamento com dose baixa de N, a inoculação 
com ambas as estirpes aumentaram a aGS nas raízes, embora o tratamento inoculado com Ab-
Sp245 tenha sido semelhante ao controle não inoculado. Nessas condições, a inoculação com 
Hs-ZAE94 aumentou em 107% a aGS na raiz com relação ao controle, e as raízes exibiram 
maior atividade que a parte aérea, sendo 3 vezes superior nesta mesma coleta. Os níveis de N 
também aumentaram a aGS em ambos os órgãos da planta. Estes resultados corroboram com 
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os resultados de NH4
+ em ambos os tecidos (Figura 12c e d).  Uma vez que a aGS tende a ser 

maior onde se encontram os maiores teores de NH4
+ para serem assimilados por ela. A GS 

apresenta duas isoformas, a GS1 presente no citosol e a GS2 presente nos plastídeos de raízes, 
cloroplastos e outros tecidos não fotossintéticos (SANTOS, 2009). Segundo Coruzzi et al. 
(2015), a GS1 citosólica está em altas concentrações nas raízes, mas em baixa nas folhas, 
indicando que essa enzima estaria catalisando a assimilação do amônio primário nas raízes. 
Ainda, segundo Santos (2009), em milho, foram observados cinco diferentes genes para GS1 
expressos em raízes, e que houve diferenças na expressão dentro dos tecidos. 
 

a) Folhas b) Raízes 

  
 

Figura 11. Atividade da enzima glutamina sintetase de plantas de milho inoculadas ou não com 
Ab-Sp245 e Hs-ZAE94 avaliadas aos 24 e 32 DAT crescendo em dois níveis de N (0,3 e 
3,0 mM) e avaliadas antes da troca da solução nutritiva. As colunas representam o valor 
médio e as barras representam o erro padrão de 4 repetições. As letras acima das barras 
indicam diferenças significativas (p ≤0,05). 

 
4.1.4 Análise de metabólitos solúveis 
 

Os teores de NO3
-, NH4

+, N-amino e açúcares solúveis foram estimados nas plantas de 
milho em ambas as datas de amostragem. Analisando os diferentes compartimentos, folhas e 
raízes, observou-se que sob baixo nível de N não houve teores detectáveis de NO3

- nas folhas 
das plantas, independente do tratamento inoculação e da data de amostragem. Essa não detecção 
de NO3

- refle o intenso metabolismo das plantas, de tal forma, que o pouco desse nutriente que 
foi disponibilizado era rapidamente assimilado com o objetivo de manter todos os processos 
metabólicos necessários à sua sobrevivência, dados que corroboram com os menores teores de 
açúcares solúveis para o mesmo órgão (Figura 12a, b). Nas raízes, foi possível detectar 
concentrações de NO3

- sendo essas superiores na coleta aos 32 DAT. 
No tratamento com alto N, observa-se teores de NO3

- nas folhas próximos a 20 µmoles 
g-1 de MF para o controle e Hs-ZAE94, mas as plantas inoculadas com Ab-Sp245 reduziram o 
teor de NO3

- nas folhas em 56% aos 24 DAT (Figura 12a). Aos 32 DAT, ainda nas folhas, os 
teores de NO3

- diminuíram para menos de 5 µmoles g-1 de MF, mas nenhuma diferença 
significativa para o tratamento inoculação foi observada. Nas raízes, ambas as estirpes 
reduziram o teor de nitrato em mais de 50% em comparação com o tratamento controle aos 24 
DAT, mas não tiveram efeito 8 dias depois onde todos os tratamentos apresentaram 
aproximadamente 8 µmoles g-1 de MF (Figura 12b).  

De maneira diferente ao observado para NO3
-, o conteúdo de NH4

+ foi menos indicativo 
com relação ao nível de N na solução nutritiva, com efeito da inoculação observados apenas na 
dose alta de N (Figura 12c, d). No tratamento com dose alta de N, os teores de NH4

+ nas folhas 
foram menores aos 24 DAT quando as plantas foram inoculadas com qualquer uma das estirpes, 
embora menor aGS tenha sido observada para ambos os tratamentos e esse efeito tenha 
desaparecido aos 32 DAT. Além disso, os teores de NH4

+ nas raízes não seguiu o mesmo 
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comportamento, sendo reduzido apenas na inoculação com Ab-Sp245 aos 32 DAT. As 
concentrações de NH4

+ detectadas nas folhas dos tratamentos que receberam dose baixa de N 
são resultados da redução do NO3

- absorvido, uma vez que é identificada aNR juntamente com 
a ausência de NO3

- neste tecido, indicando que o pouco de N fornecido foi prontamente 
absorvido e reduzido, para posteriormente ser assimilado. 

Os açúcares solúveis nas folhas aos 24 DAT foram 2 vezes superiores no tratamento 
com alto N do que no tratamento com dose baixa de N, independente do tratamento de 
inoculação, mas essa diferença foi reduzida na coleta aos 32 DAT (Figura 12e). Enquanto, nas 
raízes os teores de açúcares foram entorno de 60% superiores nas raízes aos 32 DAT em relação 
a coleta aos 24 DAT para dose alta de N, essa disponibilidade refuta qualquer limitação de 
energia ou esqueleto de C nessas condições. De uma maneira geral, nas raízes houve pouca 
influência da suplementação nitrogenada assim como do tratamento inoculação que não 
proporcionou mudanças. Ademais, no baixo suprimento de N as plantas de milho exibiram um 
nível basal de 0,4% de açúcar solúvel, independentemente da parte da planta, dos tratamentos 
inoculados ou período de coleta (Figura 12f). Esses baixos teores de açúcares solúveis 
observados, de forma geral, sugerem o gasto de energia para as reações envolvidas na redução 
e incorporação do N absorvido em esqueletos de C, ou seja, o NH4

+ advindo da redução do NO3
- 

ou absorvido de forma direta, através da atividade da GS é incorporado à uma molécula de 
glutamato, tendo como produto a glutamina (FERNANDES, SOUZA & SANTOS, 2018). 
Portanto, da mesma forma é o comportamento dos teores de N-amino (Figura 12g e h), uma 
vez que onde há intensa atividade da GS seus teores são superiores (Figura 11). De acordo com 
Santos et al. (2009), a redução nos teores de açúcares solúveis e o aumento dos de N-amino 
podem ser um indicativo de um maior processo de assimilação de N. Contudo, esta relação 
inversa entre açúcares solúveis e N-amino tem sido relatada em trabalhos com diferentes 
espécies de plantas e doses de N (BORGES et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2011). 
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Nitrato 
a) Folhas b) Raízes 

  
Amônio 

c) Folhas d) Raízes 

  
Açúcares solúveis 

e) Folhas f) Raízes 

  
N-amino 

g) Folhas h) Raízes 

  
 

Figura 12. Frações solúveis de plantas de milho inoculadas ou não com Ab-Sp245 e Hs-ZAE94 
aos 24 e 32 DAT sob dois níveis de N (0,3 e 3,0 mM). As colunas representam o valor 
médio e as barras representam o erro padrão de 4 repetições. As letras acima das barras 
indicam diferenças significativas (p≤0,05). 
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4.1.5 Acúmulo de biomassa e nitrogênio total 
 

O crescimento das plantas de milho avaliadas aos 24 e 32 DAT e submetidas a alto e 
baixo suprimento de N, 3,0 e 0,3 mM, respectivamente, modificou o acúmulo de massa seca da 
parte aérea e raízes (Figura 13a e b). Foi possível observar que o acúmulo de massa seca nas 
plantas que cresceram sob dose alta de N foi o dobro quando comparado as plantas que 
cresceram em baixo N, com um efeito significativo da inoculação com Ab-Sp245 que se tornou 
ainda mais evidente na última coleta aos 32 DAT (Figura 13c). No entanto, quando os diferentes 
órgãos, parte aérea e raiz, foram analisados separadamente, o efeito da inoculação foi 
significativo para ambas as datas de amostragem. Aos 24 DAT a massa seca da parte aérea das 
plantas inoculadas com Ab-Sp245 foi superior a observada para o controle, mas semelhante das 
plantas inoculadas com Hs-ZAE94, independente da concentração de N disponível na solução 
de crescimento (Figura 13a e b). Porém, nessa mesma data de amostragem a inoculação não 
afetou a massa seca de raiz. 

Aos 32 DAT, a parte aérea das plantas inoculadas com Ab-Sp245 atingiram uma média 
de 16,5 g de massa seca na dose alta de N, sendo este acúmulo 25% superior aos demais 
tratamentos, mantendo a promoção do crescimento observada 8 dias antes. 

Por outro lado, sob baixo suprimento de N, as plantas inoculadas com Ab-Sp245 
reduziram o acúmulo de massa seca da parte aérea em 57%, mas ainda assim melhorou em 36% 
em comparação com o controle não inoculado (Figura 13b), e novamente, o tratamento com 
Hs-ZAE94 não diferiu do controle. A massa seca da raiz também foi estimulada pela inoculação 
com Ab-Sp245, sendo 29 e 57% maior que o tratamento controle não inoculado sob alta e baixa 
dose de N, respectivamente, na coleta aos 32 DAT (Figura 13a e b). Isso posto, observa-se que 
no acúmulo de biomassa total, as plantas inoculadas com Ab-Sp245 foram superiores aos 
demais tratamento em ambas as coletas na dose alta de N, acúmulos que variaram de 25 a 68% 
quando comparado ao controle. Vale ressaltar, que na coleta aos 24 DAT mesmo Ab-Sp245 
tendo acumulando 35% a mais de biomassa que Hs-ZAE94, eles não diferiram 
significativamente (Figura 13c). 

A razão parte aérea/raiz não mudou nas diferentes datas de amostragem, ou seja, de 24 
para 32 DAT, mas aumentou com o nível de N da solução nutritiva (Figura 13d). Essa relação 
foi maior na dose alta de N, quando as plantas investiram 5 vezes mais em emissão de parte 
aérea do que raízes, independentemente do tratamento. Já na dose baixa de N, a redução da 
razão parte aérea/raiz está relacionada ao redirecionamento de fotoassimilados para o 
alongamento das raízes em busca de N, sendo esta uma resposta típica de plantas de milho 
submetidas ao baixo suprimento de N (MI et al., 2010; FORDE, 2014). Nessas condições, as 
raízes representaram 30% da massa seca da planta, um percentual que reduziu pela metade no 
tratamento com dose alta de N. A área foliar também não foi alterada pela inoculação, somente 
é possível observar a diferença entre as doses de N, sendo superior na dose alta, e incrementos 
de uma coleta para outra (Figura 13e). 
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a) Massa seca- 3,0 mM de N b) Massa seca- 0,3 mM de N 

  
c) Massa seca total acumulada d) Razão parte aérea/raiz 

  
e) Área foliar 

 
 

Figura 13. Acúmulo de massa seca de parte aérea (a), raiz (b), massa seca total (c), relação 
parte aérea / raiz (d), e área foliar (e) de plantas de milho inoculadas ou não com Ab-Sp245 
e Hs-ZAE94 crescida a 3,0 e 0,3 mM de N. As colunas representam o valor médio e as 
barras representam o erro padrão de 4 repetições. As letras acima das barras indicam 
diferenças significativas (p ≤0,05). 

 
Com base nas fontes de N aplicadas e no crescimento das plantas, foi calculado o N total 

acumulado em cada período de coleta e a eficiência do uso de nitrogênio (EUN) (Figura 14). 
Comparando os dois períodos de medição (24 e 32 DAT), as plantas acumularam N em alto 
suprimento (3,0 mM de N) conforme o esperado e aumentaram o N total, atingindo 3 vezes 
mais N num período de 8 dias (Figura 14a e b). Em baixos níveis de N, essa acumulação foi 
relativamente maior, sendo 3,8 vezes superior em 32 DAT em comparação aos 24 DAT. Aos 
24 DAT o acúmulo de N pelas plantas cultivadas na dose baixa de N não foi modificado pela 
inoculação, em contrapartida na dose alta de N as plantas inoculadas com Ab-Sp245 
acumularam 54% a mais de N que o tratamento controle. Aos 32 DAT, esse comportamento 
continua na dose alta com um incremento de 33% com Ab-Sp245 em comparação ao controle, 
embora sem diferença significativa (Figura 14b). 

A EUN foi mais alta em níveis baixos de N, uma vez que as plantas tentaram utilizar o 
N disponível, produzindo o máximo de massa seca com a quantidade utilizada (Figura 14c e d). 
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Nota-se que não foi encontrada diferenças entre os tratamentos na EUN aos 24 DAT, em 
nenhuma dose de N, mas é possível observar que as plantas sob dose baixa apresentaram um 
EUN acima de 30, enquanto aproximadamente metade deste valor foi estimado para as plantas 
que cresceram sob dose alta de N. Aos 32 DAT a tendência era a mesma, mas a EUN estava 
próxima de 50 para as plantas do tratamento controle e 30% a mais para as plantas inoculadas 
com Ab-Sp245, que foi superior aos demais tratamentos, sugerindo uma possível contribuição 
da FBN. No tratamento com dose alta de N, a EUN foi de aproximadamente 15, sem nenhuma 
diferença estatística entre os tratamentos. 
 

a) N Total aos 24 DAT b) N Total aos 32 DAT 

  
c) EUN aos 24 DAT d) EUN aos 32 DAT 

  
 

Figura 14. Nitrogênio total acumulado de plantas de milho inoculadas ou não com Ab-Sp245 
e Hs-ZAE94 aos 24 (a) e 32 (b) DAT e eficiência de uso de nitrogênio (EUN) aos 24 (c) e 
32 (d) DAT. As colunas representam o valor médio e as barras representam o erro padrão 
de 4 repetições. As letras acima das barras indicam diferenças significativas (p≤0,05). 

 
4.1.6 Monitoramento dos níveis de nitrogênio da solução nutritiva 
 

As medições de NH4
+ e NO3

- foram realizadas diariamente na solução e a depleção de 
ambos os íons foram plotadas durante três dias após a troca da solução (Figura 15). A média 
diária para o período experimental revelou uma rápida absorção de NH4

+ pelas plantas, com 
concentrações na solução nutritiva reduzida para <0,2 mg L-1 após 72 h para ambos os níveis 
de N (Figura 15a e b). Na dose alta de N e após 24 h, as plantas inoculadas com Ab-Sp245 
apresentaram as menores concentrações de NH4

+ em comparação com Hs-ZAE94, mas 
semelhante ao controle e não foram observadas diferenças significativas para as horas 
amostradas adiante (Figura 15a). Já na dose baixa de N, as plantas inoculadas com essa mesma 
estirpe também reduziram mais NH4

+ após 48 h, em comparação com demais tratamentos 
(Figura 15b). 

As concentrações iniciais de NO3
- foram 5 vezes maiores que a de NH4

+ para ambas as 
soluções de crescimento, e observa-se que a absorção é prioritariamente de NH4

+ e ao passo 
que este diminui e se torna menos disponível a absorção de NO3

- aumenta (Figura 15c e d). Na 
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dose alta de N, o NO3
- reduziu de forma linear e após 72 h, as plantas inoculadas com Ab-Sp245 

absorveram mais NO3
- do que o Hs-ZAE94 (Figura 15c) e produziram mais massa seca (Figura 

13) como consequência das modificações observadas na arquitetura de raiz (Figura 9). Já na 
dose baixa de N, o efeito da inoculação foi observado após 48 h, onde as plantas inoculadas 
com ambas as estirpes absorveram mais rapidamente NO3

- da solução nutritiva, sendo 55 e 41% 
a menos NO3

- para Ab-Sp245 e Hs-ZAE94, respectivamente, quando comparado ao controle 
(Figura 15d). 

A influência da inoculação com Ab-Sp245 no aumento da absorção de N pelas plantas 
está provavelmente relacionada ao seu efeito promotor de aumentar a área de superfície 
radicular. Sob tais condições, a contribuição significativa através da FBN para as plantas era 
pouco provável, uma vez que as concentrações remanescentes de N era relativamente alta, > 1 
mM de NO3

- na dose alta após 72 h. É conhecido que a alta disponibilidade de N como NO3
- ou 

NH4
+ pose ser prejudicial para a fixação de N2, especialmente no caso da A. brasilense e H. 

seropedicae que regulam negativamente a nitrogenase através de mecanismos específicos, 
como o aumento nos níveis de glutamina (SMERCINA et al., 2019). Enquanto, que na solução 
com dose baixa de N, a contribuição da FBN seria mais provável de ocorrer, inclusive, o 
aumento na aGS quando as plantas foram inoculadas principalmente com Hs-ZAE94 na dose 
baixa, possa sugerir uma contribuição por essa via, embora tenha ocorrido menor acúmulo de 
N e a ausência de diferenças significativas entre os tratamentos, apontando que esse processo 
teria relativamente menor importância. 

De acordo com Pii et al. (2019), a inoculação com Azospirillum regulou negativamente 
os HATS e como consequência houve uma redução na absorção NO3

-, mas que não houve 
comprometimento no teor de N nas plantas, que provavelmente deve ter sido compensado pela 
FBN. Embora a FBN possa de fato suplementar N e contribuir para seu acúmulo nas plantas, 
foi observado durante a análise de depleção uma maior absorção de NO3

- em função da 
inoculação, na solução com baixo N, sugerindo então uma regulação positiva dos HATS pela 
inoculação com ambas as estirpes. 
 
 
  



 

41 
 

Amônio na solução nutritiva 
a) 3,0 mM de N b) 0,3 mM de N 

  
Nitrato na solução nutritiva 

c) 3,0 mM de N d) 0,3 mM de N 

  
 

Figura 15. Análise da depleção de amônio e nitrato na solução nutritiva durante 72 h (n = 4), o 
pH da solução foi corrigido todos os dias para 5,8. As colunas representam o valor médio 
e as barras representam o erro padrão de 4 repetições. As letras acima das barras indicam 
diferenças significativas (p≤0,05). 

 
4.2 Avaliação da Inoculação de Bactérias Diazotróficas em Plantas de Milho Cultivadas 
sob Doses Contrastantes de Nitrogênio: Experimento II 
 
4.2.1 Contagem de bactérias 
 

Os inoculantes dos tratamentos de inoculação (FP2, HM053, Sp245 e Zae94) estavam 
acima de 108 células mL-1 em todas as metodologias utilizadas para contagem. Não foi 
observada presença de bactérias diazotróficas na solução utilizada no tratamento controle 
(Figura 16). A contagem foi realizada por diferentes metodologias, em meio semi-sólido NFb 
através do NMP, em placas de Petri com meio sólio NFb3x e em câmara de Neubauer. 
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Figura 16. Log10 do número de células mL-1 no inoculante nos tratamentos controle, FP2, 
HM053, SP245 e Zae94. 

 
Após a inoculação, observou-se que as estirpes inoculadas permaneceram nas raízes das 

plantas de milho com populações superiores ao tratamento controle tanto nos tratamentos com 
baixo quanto alto suprimento de N, conforme observado na Figura 17 (a e b). Somente na dose 
baixa de N e na última coleta aos 34 DAP as plantas inoculadas com a estirpe Ab-FP2 reduziram 
a população bacteriana na ordem de 100 vezes quando comparado ao tratamento com Hs-
ZAE94 que apresentava neste momento a maior população bacteriana quando comparada aos 
demais tratamentos. Esse comportamento pode ser explicado pela diferença de competência de 
estabelecimento das diferentes espécies de bactérias diazotróficas, quando H. seropedicae é 
considerado um endófito obrigatório ou facultativo com taxas de sobrevivência muito baixas 
fora da planta (JAMES & OLIVARES, 1998), indicando que sua persistência é dependente do 
genótipo e das condições de cultivo e em contraste a A. brasilense é capaz de colonizar tanto 
os tecidos internos quanto a rizosfera.  Faleiro et al. (2013) cultivaram plantas de milho in vitro 
inoculadas com Ab-FP2 e avaliaram a colonização das raízes através da contagem padrão em 
placas com meio NFb na presença de antibiótico (10 µg mL-1), uma população de 104 UFC g-1 

MF de raiz foi encontrada aos 4, 7 e 10 dias após a inoculação e não sendo detectada nas raízes 
das plantas controle. 
 

Baixo N Alto N 
a)  b)  

 
 

Figura 17. Log10 do número de células g-1 de raízes de milho em baixa (a) e alta (b) 
concentração de N dos tratamentos controle, FP2, HM053, Sp245 e Zae94 aos 9, 16, 22 e 
34 dias após o plantio (DAP). 
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4.2.2 Biomassa fresca e seca 
 

No peso fresco e seco de raízes não houve diferença entre os tratamentos inoculados 
apenas verificou-se o ajuste da função linear para todos os tratamentos (Figura 18). No entanto, 
pode-se observar que na dose alta de N e na última coleta os tratamentos começam a se separar 
assim como observado nos parâmetros radiculares (item 4.2.3), indicando que em coletas 
posteriores poderiam apresentar diferenças significativas. 
 

Baixo N Alto N 
a) b) 

  
c) d) 

  
 

Figura 18. Massa fresca e seca (g) de raízes dos tratamentos controle, FP2, HM053, Sp245 e 
Zae94 aos 8,13 e 22 dias após o plantio sob solução com baixo (a e c) e alto N (b e d). 

 
Conforme observado, as plantas inoculadas com H. seropedicae ZAE94 apresentaram 

uma tendência de maior acúmulo de biomassa na coleta aos 22 DAP na dose alta de N, podendo 
este ser reflexo dos resultados obtidos nos parâmetros radiculares, onde as plantas inoculadas 
com esta estirpe destacaram-se sendo sempre diferente do controle não inoculado nos 
parâmetros avaliados (Figura 20 e 21). Diferente dos resultados relatados aqui, em condições 
de cultivo axênico de plantas de trigo, a estirpe HM053 de A. brasilense foi capaz de aumentar 
em 30 e 49% a massa seca da parte aérea e da raiz, respectivamente, quando comparada com 
plantas não inoculadas e em 30 e 31% quando comparada com a estirpe parental FP2 (SANTOS 
et al., 2017). Ademais, Pankievicz et al. (2015) demonstraram que essa mesma estirpe em 
condições também axênicas em Setaria viridis levou a incorporação de 16 vezes mais N do que 
a mistura das estirpes tipo selvagem de A. brasilense e H. seropedicae testadas. Faleiro et al. 
(2015) avaliaram a inoculação da estirpe FP2 de A. brasilense em plantas de milho em 
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condições axênicas e verificaram que a inoculação proporcionou aumento na massa fresca das 
folhas e das raízes aos 7 dias após a inoculação. 
 

Baixo N Alto N 
a) b) 

  
 

Figura 19. Massa seca (g) da parte aérea das plantas dos tratamentos controle, FP2, HM053, 
Sp245 e Zae94 aos 8,13, 16 e 22 dias após o plantio sob solução com baixo (a) e alto N (b). 

 
4.2.3 Avaliação dos parâmetros radiculares 
 

Na análise das variáveis associadas à morfologia de raízes o fator coleta ajustou-se a 
função linear indicando que as plantas ainda estavam crescendo durante as coletas realizadas. 
Foi observado diferença significativa entre as plantas submetidas às diferentes doses de N. Entre 
os tratamentos de inoculação foram observadas diferenças significativas em praticamente todas 
as variáveis, mas estas diferenças estão associadas a última coleta (22 DAP) e em grande parte 
na alta dose de N (Figuras 20, 21 e 22). 
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Baixo N Alto N 
a) b) 

  
c) d) 

  
 

Figura 20. Comprimento (cm) de todas as raízes (a e b) e comprimento das raízes finas (c e d) 
dos tratamentos controle, FP2, HM053, Sp245 e Zae94 aos 8, 13 e 22 dias após o plantio 
sob solução com baixo N (a e c) e alto N (b e d). 

 
Conforme supracitado, para todos os parâmetros analisados na dose alta de N e na coleta 

aos 22 DAP o tratamento controle diferiu dos demais apresentando as menores médias. Dentre 
alguns parâmetros como comprimento de raízes (total e finas) (Figura 20b e d), área de projeção 
radicular (Figura 21b) e número de pontas (Figura 21h) a estirpe de A. brasilense HM053 diferiu 
dos demais tratamentos inoculados ficando igual ao tratamento controle. Ademais, na dose 
baixa de N alguns parâmetros não apresentaram diferença na coleta aos 22 DAP como área de 
projeção, diâmetro e volume (Figura 21a, c, e), porém nos demais parâmetros avaliados o 
tratamento controle e os inoculados com as estirpes de H. seropedicae ZAE94 e A. brasilense 
FP2 não diferiram entre si e apresentaram as menores médias. 

Camilios-Neto et al. (2014) observaram a inoculação de Ab-FP2 em plantas de trigo e a 
inoculação proporcionou incrementos de 30 e 25% na massa seca de raiz e massa seca total, 
respectivamente, quando comprada com as plantas controle. Stets et al. (2015) também 
observaram que plantas de trigo inoculadas com Ab-FP2 e cultivadas in vitro aumentaram a 
massa fresca de raiz e da parte aérea durante 13 dias de avaliação. Já em plantas de milho 
inoculados com essa mesma estirpe e cultivadas também in vitro o número de raízes laterais e 
o comprimento da raiz principal aumentam 7 e 10 dias após a inoculação (FALEIRO et al., 
2015). 

Em contrapartida a estirpe de A. brasilense HM053 que apresentou os resultados mais 
discretos na dose alta de N se destacou juntamente com o tratamento A. baldaniorum Sp245 na 
dose baixa de N apresentando as maiores médias para os parâmetros avaliados. 
  

Dias após o plantio

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

C
om

pr
im

en
to

 (
cm

)

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

controle
FP2 
HM053 
Sp245 
Zae94 

a
a

ab
b
b

Dias após o plantio

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

C
om

pr
im

en
to

 (
cm

)

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

controle
FP2 
HM053 
Sp245 
Zae94 

a
a
a

b
b

Dias após o plantio

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

C
om

pr
im

en
to

 d
e 

ra
íz

es
 f

in
as

 (
cm

)

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

controle
FP2 
HM053 
Sp245 
Zae94 

a
a
a

b
b



 

46 
 

Baixo N Alto N 
a) b) 

  
c) d) 

  
e) f) 

  
Baixo N Alto N 

 
Continua na próxima página a Figura 21... 
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Continuação da Figura 21. 
g) h) 

  
i) j) 

  
k) l) 

  
Figura 21. Projeção de área radicular (cm2) (a; b), diâmetro médio (mm) (c; d), volume de 

raízes (cm3) (e; f), pontas (g; h), bifurcações (i; j) e cruzamentos de raízes (k; l) dos 
tratamentos controle, FP2, HM053, Sp245 e Zae94 aos 8, 13 e 22 dias após o plantio sob 
solução com baixo (a, c, e, g, i, k) e alto N (b, d, f, h, j, l). 

 
Foi realizada a avaliação das variáveis de morfologia de raiz por classes, referente 

somente a última coleta (22 DAP), ou seja, onde diferenças significativas foram encontradas 
(Figura 22). Pode-se observar que a classe de raízes que mais contribuiu para o comprimento 
total e número de pontas foram as que estão classificadas entre 0-0,5 mm, enquanto que para o 
volume radicular são aquelas inseridas entre 0,5-1,0 mm. Na área de projeção as maiores 
contribuições ficaram divididas entre as classes que incluem raízes de 0-1,0 mm. De maneira 
geral, houve um equilíbrio entre os diferentes diâmetros de raiz em todos os parâmetros 
observados nas duas doses de N. 
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Baixo N Alto N 

  

  

  

  
 

Figura 22. Porcentagem de distribuição de comprimento, pontas, volume e área projetada em 
classes de diâmetro de raiz no experimento em substrato aos 22 DAP. 
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4.3 Avaliação da Depleção de Nitrogênio na Solução Nutritiva em Plantas de Milho 
Inoculadas com Diferentes Bactérias Diazotróficas: Experimento III 
 
4.3.1 Contagem de bactérias diazotróficas 
 

Os inoculantes dos tratamentos com A. baldaniorum (Ab-Sp245) e H. seropedicae (Hs-
ZAE94) estavam em 108 células mL-1 e não foi observado crescimento positivo de bactérias 
diazotróficas na solução do tratamento controle. Na solução inoculadora e nas raízes 
imediatamente após a inoculação, a população era 9,65 e 8,65 log10 nº de células mL-1 e g-1 
massa fresca, respectivamente, isso para ambas as estirpes utilizadas, comprovando a eficácia 
do estabelecimento do tratamento. Ainda, é possível observar que no tratamento controle as 
plantas apresentaram uma população natural de 4,40 log10 nº de células g-1 massa fresca. Aos 
09 dias após o transplantio (DAT) houve uma equalização das populações das plantas que 
receberam inoculação, porém continuaram superiores ao tratamento controle na ordem de 10 e 
100 vezes para os tratamentos com Ab-Sp245 e Hs-ZAE94, respectivamente (Figura 23). 
 

 
 

Figura 23. Contagem de bactérias pela técnica do Número Mais Provável presente no 
inoculante, na solução inoculadora, nas raízes após a inoculação e aos nove dias após o 
transplantio (DAT) (n = 3). NMP com meio semi-sólido NFb sem nitrogênio. 

 
4.3.2 Monitoramento da depleção de nitrogênio na solução nutritiva 
 

As concentrações de NO3
- diminuíram ajustando-se a função quadrática para todos os 

tratamentos avaliados. O período representado no gráfico sem pontos de avaliação é o noturno, 
entre 18 e 8 h, onde é possível observar que praticamente não houve redução de NO3

-. As 
maiores reduções das concentrações são no período diurno, visto que a assimilação de NO3

- é 
regulada por diversos fatores entre eles a fotossíntese, pois de acordo com Rubio-Asensio et al. 
(2015) as plantas gastam cerca de 25% de sua energia total para a assimilação de nitrato. Apesar 
de observado que as plantas inoculadas com Ab-Sp245 reduziram mais rapidamente o NO3

- na 
solução ao longo do período avaliado, só houve diferença significativa nos dois últimos pontos 
de coleta, ou seja, as 32 e 34 h após o início da depleção (Figura 24). 
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Figura 24. Análise de regressão da depleção de nitrato na solução nutritiva durante 34 h após 
a troca da solução. As barras representam o erro padrão de 6 repetições e * difere em 
p≤0,05. Para 32h - Controle- b; Ab-Sp245-a; Hs-ZAE94- b, para 34h- controle- b; Ab-
Sp245-a; Hs-ZAE94-b. 

 
Para a absorção de NH4

+ todos os tratamentos também se ajustaram a função quadrática, 
porém com uma absorção mais intensa quando comparada à de NO3

-. De acordo com 
Fernandes, Souza e Santos (2018), a absorção de NH4

+ é mais rápida que a absorção de NO3
- 

sob amplas condições de variação ambiental. Ainda, o influxo de NH4
+ nas plantas apresenta 

uma atividade circadiana marcante (FERNANDES, SOUZA & SANTOS, 2018). O máximo de 
absorção ocorre ao fim do período luminoso, havendo uma queda acentuada no ritmo de 
absorção após o início do período noturno (VON WIRÉN et al., 2000). Durante o período de 
avaliação os pontos de coleta onde os tratamentos diferiam foram 08 e 24 h após o início da 
depleção, sendo que às 8 h o tratamento com Ab-Sp245 foi o que mais absorveu NH4

+, 29 e 
31% com relação ao tratamento controle e Hs-ZAE94, respectivamente (Figura 25). Nos 
últimos dois pontos de amostragem 32 e 34 h não foi detectada concentração de NH4

+ através 
da metodologia utilizada. 
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Figura 25. Análise de regressão da depleção de amônio na solução nutritiva durante 30 h após 
a troca da solução. As barras representam o erro padrão de 6 repetições e * difere em 
p≤0,05. Para 08h - controle- b; Ab-Sp245-a; Hs-ZAE94- b, para 24h- controle- ab; Ab-
Sp245-a; Hs-ZAE94-b. 

 
4.3.3 Monitoramento da depleção de Ca, Mg, P e K na solução nutritiva 
 

A depleção dos demais macronutrientes da solução nutritiva também foi monitorada 
durante as 34 h (Figura 26). A inoculação modificou a dinâmica de absorção em diferentes 
tempos para cada nutriente avaliado. Para Ca a inoculação proporcionou diferenças após 4, 8 e 
34 h da troca da solução, onde as plantas inoculadas com Ab-Sp245 e Hs-ZAE94 absorveram 
mais intensamente quando comparadas ao controle. Para evitar competição com Mg por sítios 
de ligação e a precipitação de fosfato é essencial que haja baixas concentrações de Ca no citosol, 
caso contrário ele pode ser tóxico, pois além da precipitação de fosfato também pode 
desencadear a agregação de proteínas e ácidos nucléicos (CASE et al., 2007; FERNANDES, 
SOUZA & SANTOS, 2018). Portanto, para evitar esses inconvenientes, as plantas 
desenvolveram um eficiente sistema de efluxo de Ca para fora da célula, capaz de manter a 
concentração baixa e constante de Ca (DODD et al., 2010). Talvez, seja por isso que após uma 
grande absorção de Ca em todos os tratamentos no tempo de 4 h ocorra um efluxo do mesmo 
para a solução. 

Na avaliação da depleção de Mg, as plantas inoculadas com ambas as estirpes 
absorveram mais intensamente as 6, 8, 24, 28 e 32 h, porém, as 30 e 34 h as plantas inoculadas 
com Hs-ZAE94 não diferiram do controle. O Mg é um importante ativador enzimático, pois é 
cofator de quase todas as enzimas fosforilativas, além disso está envolvido de modo ativo na 
fotossíntese, uma vez que é o átomo central da molécula de clorofila (FERNANDES, SOUZA 
& SANTOS, 2018). Dessa forma, a maior absorção deste nutriente por plantas inoculadas pode 
estar relacionada ao intenso metabolismo dessas plantas, a fim de garantir o funcionamento de 
diversas funções metabólicas indispensáveis. Hungria et al. (2010) observaram pequenas 
reduções na concentração de Ca e Mg nos solos onde plantas de milho inoculadas com estirpes 
de A. brasilense foram cultivadas, a questão entre os autores era saber se a redução nos teores 
destes nutrientes estava relacionada a maior absorção pelas plantas ou a liberação de compostos 
que alteraram sua solubilidade. No entanto, a hipótese de maior absorção foi reforçada pela 
menor concentração de NO3

- e NH4
+ no solo em tratamentos com as mesmas estirpes, e que 

experimentos em ambientes controlados confirmaram que essas estirpes foram capazes de 
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promover o crescimento radicular e, portanto, poderiam melhorar a absorção de nutrientes o 
que foi confirmado com as análises de tecido. 

Para K é possível observar que as plantas inoculadas com Ab-Sp245 mantêm o padrão 
e absorvem mais rapidamente em quase todos os pontos que apresentaram diferenças 
significativas, exceto às 8 h em que não diferiu do controle. Por outro lado, as plantas inoculadas 
com Hs-ZAE94 apresentaram uma oscilação na qual após 30 h absorveram mais K que o 
controle, no seguinte ponto monitorado se mantiveram igual ao controle, mas terminaram ao 
final das 34 h de análise absorvendo menos K que os demais tratamentos. Breda et al. (2019b) 
observaram maior acúmulo de K na parte aérea das plantas inoculadas com Ab-Sp245 e 
cultivadas em hidroponia, sendo este aumento de 20,4% com relação ao controle não inoculado. 
Esses mesmos autores apontam que o nutriente acumulado em maior quantidade nas plantas de 
milho foi K seguido do N. Ardakani et al. (2011) observaram um aumento de 20% na absorção 
de K em plantas de trigo inoculadas com A. brasilense. 

A absorção de P mostrou-se mais rápida para as plantas inoculadas com Ab-Sp245 após 
6 h da troca da solução, diferença que é mantida as 8 h em relação as plantas inoculadas com 
Hs-ZAE94. Após 24 e 26 h diferenças também são encontradas, porém as estirpes não diferem 
entre si. Se for observado pela perspectiva de que os solos brasileiros são intemperizados, com 
alta acidez e apresentam baixos teores de P disponível e que isso representa uma grande 
restrição ao crescimento das plantas (PARENTONI et al. 2011; SHEN et al., 2006), a 
inoculação com Ab-Sp245 apresenta-se como uma estratégia a ser explorada, tendo em vista, 
que favorece sua absorção e assim pode facilitar a adaptação das plantas a ambientes com 
restrições e/ou variações no fornecimento deste nutriente. Outro ponto importante é que várias 
bactérias já foram caracterizadas como microrganismos solubilizadores de P, inclusive algumas 
pertencentes ao gênero de Azospirillum (MEHNAZ & LAZAROVITS, 2006). De acordo com 
Pii et al. (2015), os mecanismos subjacentes a melhora na nutrição de P por BPCP ainda são 
desconhecidos, considerando que dois mecanismos podem ocorrer simultaneamente, tanto do 
aumento da biodisponibilidade na interface raiz/solo quanto ao aumento na capacidade das 
plantas em absorvê-lo. Fukami et al. (2017) já haviam relacionado os benefícios da inoculação 
com Azospirillum na melhoria da aquisição de P, N, água e outros nutrientes pelas plantas. Em 
plantas de trigo a inoculação com A. brasilense afetou significativamente a absorção de P, 
resultando em um aumento de 14% no teor deste nutriente (ARDAKANI et al., 2011). Plantas 
de milho inoculadas com A. brasilense e A. lipoferum aumentaram os teores de P e K nas folhas 
e nos grãos (HUNGRIA et al., 2010). Marques et al. (2020), apontam que a maior exploração 
do solo de plantas de milho inoculadas com A. brasilense levaram a um aumento na absorção 
N, P, K e Ca nos tecidos. Baldotto et al. (2012) também observaram que a inoculação com H. 

seropedicae em plantas de milho em conjunto com a aplicação de fertilizante incrementaram 
os conteúdos de N, P e K em 11, 30 e 17%, respectivamente, em comparação aos tratamentos 
que só receberam fertilizante mineral, por outro lado nenhuma diferença foi encontrada para os 
teores de Ca e Mg. Galindo et al. (2016) observaram incrementos nos teores de P nas folhas das 
plantas de milho inoculadas com A. brasilense, porém nenhuma diferença foi encontrada pra 
Ca, Mg, K e N nas duas safras avaliadas. Diversos autores atribuíram esse aumento na absorção 
de nutrientes, como N, P e K a maior superfície de absorção da raiz pelas plantas inoculadas 
com Azospirillum e Herbaspirillum (BALDOTTO et al. 2012; BASHAN & LEVANONY, 
1990; JAIN & PATRIQUIN, 1985; LIN et al. 1983). 

De uma maneira geral, a velocidade de absorção de N, P e K já é maior do que os outros 
nutrientes, o que pode levar ao rápido esgotamento deles e ao acúmulo de outros, devido as 
diferentes taxas de absorção existentes (FERNANDES, SOUZA & SANTOS, 2018). Ainda, os 
nutrientes essenciais foram classificados em três categorias com base na rapidez em que são 
absorvidos da solução nutritiva, em que a taxa de absorção aproximada para N, P e K foi rápida, 
Mg foi enquadrado na faixa intermediária, enquanto Ca está classificado como absorção lenta 
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(BUGBEE, 2004). Os resultados encontrados através do comportamento de depleção desses 
nutrientes neste ensaio vão ao encontro dessa classificação apontada na literatura. Diante disso, 
optou-se por não calcular parâmetros cinéticos, tendo em vista que a presença de determinados 
nutrientes inibe a absorção de outros, como é o caso de NH4

+ que é absorvido prioritariamente 
do que NO3

-, ademais Cometti (2003) aponta que além do NO3
-, o K+ também têm sua absorção 

inibida por NH4
+. 

 

 
* Para 4, 8 e 34 h - controle- b; Ab-Sp245-a; Hs-ZAE94- a. 

 
* Para 6, 8, 24, 28 e 32h - controle- b; Ab-Sp245-a; Hs-ZAE94- a; para 30h - controle- b; Ab-Sp245-a; Hs-
ZAE94- ab; para 34h - controle- b; Ab-Sp245-a; Hs-ZAE94- b. 

 
Continua na próxima página a Figura 26... 
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Continuação da Figura 26. 

 
* Para 6h - controle- b; Ab-Sp245-a; Hs-ZAE94- b; * Para 8h - controle- a; Ab-Sp245-a; Hs-ZAE94- b; * Para 
24h - controle- b; Ab-Sp245-a; Hs-ZAE94- ab; * Para 26h - controle- b; Ab-Sp245-a; Hs-ZAE94- a. 

 
* Para 8h - controle- ab; Ab-Sp245-a; Hs-ZAE94- b; * Para 30h - controle- c; Ab-Sp245-a; Hs-ZAE94- b; * 
Para 32h - controle- b; Ab-Sp245-a; Hs-ZAE94- b; * Para 34h - controle- b; Ab-Sp245-a; Hs-ZAE94- c. 

 

Figura 26. Análise da depleção de cálcio, magnésio, fósforo e potássio na solução nutritiva 
durante 34 h após a troca da solução. As barras representam o erro padrão de 6 repetições 
e * difere em p≤0,05. 

 
4.3.4 Acúmulo de biomassa e nitrogênio total 
 

A biomassa fresca da parte aérea e raiz foram superiores para as plantas que receberam 
o tratamento Ab-Sp245. Já para biomassa seca só houve diferença significativa para a parte 
aérea, sendo novamente o tratamento com Ab-Sp245 apresentando média superior aos demais 
(Figura 27), o aumento de biomassa em plantas milho inoculadas com A. brasilense foi relatado 
por Calzavara et al. (2018). 
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a) b) 

  
 

Figura 27. Massa fresca (a) e seca (b) da parte aérea e das raízes das plantas aos 9 DAT para 
solução nutritiva. As colunas representam o valor médio e as barras representam o erro 
padrão de 6 repetições. As letras acima das barras indicam diferenças significativas 
(p≤0,05). 

 
O acúmulo de N nas plantas de milho foi modificado pela inoculação, no qual as plantas 

inoculadas com ambas as estirpes acumularam aproximadamente 18% mais N do que o controle 
não inoculado (Figura 28). Alves et al. (2015) e Breda et al. (2019b) também obtiveram maiores 
incrementos no acúmulo de N em plantas milho inoculadas com bactérias diazotróficas. Esses 
resultados corroboram com os dados de aquisição de N encontrados, ou seja, o aumento no 
conteúdo de N pode ser reflexo da maior absorção deste nutriente pelas plantas inoculadas. 
 

 
 

Figura 28. Nitrogênio total acumulado de plantas de milho inoculadas ou não com Ab-Sp245 
e Hs-ZAE94 aos 9 DAT. As colunas representam o valor médio e as barras representam o 
erro padrão de 5 repetições. As letras acima das barras indicam diferenças significativa 
(p≤0,05). 

 
4.3.5 Parâmetros radiculares 
 

Na análise das variáveis associadas à morfologia de raízes apesar de o tratamento com 
Ab-Sp245 apresentar as maiores médias para quase todos os parâmetros avaliados, exceto 
número de pontas, não houve diferença estatística significativa (Figura 29). Porém, de acordo 
com Kraiser et al. (2011) a maior aquisição de nutrientes observada pelas plantas inoculadas 
com bactérias promotoras de crescimento de plantas não deve ser explicada apenas pela 
modificação dos parâmetros radiculares, como ramificação e ampliação da área de superfície 
radicular, mas também pelo aumento da atividade dos sitemas de absorção de nutrientes. 



 

56 
 

  

  

  

  

 
Figura 29. Arquitetura das raízes analisadas pelo software WinRHIZO Pro™ de plantas de 

milho inoculadas ou não com Ab-Sp245 e Hs-ZAE94 aos 9 DAT. As colunas representam 
o valor médio e as barras representam o erro padrão de 5 repetições. 
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4.4 Avaliação da Inoculação de Bactérias Diazotróficas em Plantas de Milho Cultivadas 
em Substrato Estéril: Experimento IV 
 
4.4.1 Contagem de bactérias diazotróficas 
 

A população inicial de ambos os inoculantes foi confirmada através da técnica do NMP 
apresentando 6,65 e 6,40 log10 nº de cel mL-1 para Ab-Sp245 e Hs-ZAE94, respectivamente, e 
não foi detectado crescimento positivo para a solução utilizada no tratamento controle (Figura 
30). Optou-se nesse experimento em reduzir a população bacteriana aplicada no momento da 
inoculação, tendo em vista que trabalhos anteriores apontaram benefícios com a aplicação de 
106 cel semente -1 para ambas as estirpes utilizadas nesse trabalho em plantas milho (SILVA et 
al., 2015; BREDA et al., 2016; BREDA et al., 2019; ALVES et al., 2020). 

Na contagem realizada nas raízes das plantas aos 7 DAP, a população do tratamento 
com Hs-ZAE94 foi superior aos demais, um aumento na ordem de 2 log, porém 24 dias após 
não foi encontrada diferença no número de células entre os tratamentos. Nesse sentido, a 
contagem da população de bactérias diazotróficas nas raízes de plantas de milho tem 
demonstrado que o número de bactérias tende a diminuir alcançando um equilíbrio ao passo 
que o ciclo de desenvolvimento avança. Assim, é possível observar que mesmo em substrato 
estéril as populações de bactérias diazotróficas nativas carreadas pela semente podem atingir 
populações semelhantes às observadas nos tratamentos inoculados. Sala et al. (2005) apontam 
que adubações com fertilizantes nitrogenados também tem influenciado na população dessas 
bactérias, principalmente nas raízes. A este propósito no experimento II, nenhuma diferença foi 
encontrada na contagem das raízes aos 34 DAP quando a dose de nitrogênio foi alta, equivalente 
a 3 mM de N, diferenças só foram observadas na dose baixa de N, onde as plantas inoculadas 
com Hs-ZAE94 mantiveram populações 10 vezes mais altas que o tratamento controle. Por 
outro lado, no experimento I em hidroponia, as plantas inoculadas com Ab-Sp245 na dose alta 
de N (3,0 mM) mantiveram a população superior que o controle e Hs-ZAE94 também 10 vezes 
superior aos 32 DAT. Essa mesma proporção foi observada em cana-de-açúcar por Santos et 
al. (2019), onde inoculação com mix de 5 bactérias diazotróficas aumentaram em 10 vezes o 
número cel g-1 MF nas raízes e nas folhas após 45 dias do plantio. Quadros et al. (2014) 
amostraram raízes das plantas de milho no final do ciclo da cultura para a quantificação de 
bactérias diazotróficas através do NMP e verificaram que as plantas inoculadas com 4 estirpes 
de Azospirillum mantiveram o número de células significativamente maior ao tratamento 
controle; o log do n° de células g-1 MF variou entre 3,8 a 4,1 para o tratamento controle e de 
6,0 a 6,4 para o tratamento inoculado. 
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Figura 30. Contagem de bactérias pela técnica do Número Mais Provável presente no 
inoculante, e nas raízes após 7 e 24 dias após o plantio (DAP) (n = 4). NMP com meio 
semi-sólido NFb sem fonte de nitrogênio. 

 
4.4.2 Avaliação de parâmetros biométricos 
 

A inoculação com ambas as estirpes incrementou a biomassa acumulada somente aos 
38 DAP (Figura 31c). Nas demais coletas, a inoculação gerou um acúmulo de biomassa 
principalmente na parte aérea, exceto na coleta aos 24 DAP, onde a inoculação com Ab-Sp245 
e Hs-ZAE94 incrementaram 44 e 46%, respectivamente, na massa seca de raiz (Figura 31a, b). 
Na coleta aos 31 DAP a inoculação com Ab-Sp245 foi superior ao controle em 13% na massa 
seca da parte aérea e não diferiu do tratamento com Hs-ZAE94. Aos 35 DAP as estirpes 
continuaram não diferindo entre si, mas foram significativamente diferentes do controle em 
11%. Já na coleta aos 38 DAP todos os tratamentos aumentaram em mais de 50% a biomassa 
da parte aérea, sendo esse aumento mais pronunciado nas plantas inoculadas com Ab-Sp245 
(68%), que por sua vez diferiu dos demais tratamentos sendo superior em 8 e 18% em relação 
ao Hs-ZAE94 e o controle, respectivamente. O tratamento inoculado com Hs-ZAE94 também 
foi superior ao controle e aumentou em 9% a massa seca da parte aérea. Ramos et al. (2010) 
constataram que aos 30 DAP as plantas de milho inoculadas com A. lipoferum e fertilizadas 
com 30 kg de N apresentaram maiores médias na massa seca da parte aérea quando comparadas 
com as plantas sem inoculação. Santos et al. (2015) observaram incrementos de 14,33% na 
massa seca da parte aérea das plantas de milho inoculadas com Hs-ZAE94 aos 45 DAP. Dartora 
et al. (2013) testaram a inoculação de A. brasilense e H. seropedicae em milho de forma isolada 
e combinada, e observaram que a co-inoculaçao proporcionou um incremento de 12% na massa 
seca da parte aérea e 7% na produtividade em relação ao controle. Lana et al. (2012) observaram 
incrementos de 7,2% na produção de biomassa seca da parte aérea de plantas de milho 
inoculadas com A. brasilense e ainda aumentos de produtividade que variaram dependendo da 
safra de 7,4 a 15,4% na ausência de adubação nitrogenada. 

Nenhuma diferença foi encontrada para diâmetro do colmo, número de folhas, área 
foliar, e razão raiz/parte aérea em nenhuma das datas de amostragem (Figura 31d, e, f, g). Da 
mesma forma, Dotto et al. (2010) não verificaram efeito da inoculação com H. seropedicae no 
diâmetro do colmo de plantas de milho. Contudo, Dartora et al. (2013) observaram maior 
diâmetro do colmo para as plantas co-inoculadas com estirpes de A. brasilense e H. seropedicae 
em milho na fase vegetativa quando comparadas ao controle, este aumento foi de 15%. Quanto 
a área foliar, esses mesmos autores não encontraram diferenças em relação a inoculação, seja 
de forma separadas ou conjunta, e independente da fase de avaliação (vegetativa e reprodutiva). 
Quando a área foliar foi analisada em plantas de milho inoculadas ou não com as mesmas 
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estirpes deste trabalho em duas safras (verão e inverno) com diferentes níveis de adubação 
nitrogenada, Breda et al. (2019a) verificaram que o efeito da inoculação foi mais pronunciado 
na safra de verão, e que este parâmetro variou ao longo do tempo, mas que de uma maneira 
geral ambas as estirpes foram eficientes e aumentaram a área foliar nos últimos estágios de 
desenvolvimento da planta, seja na ausência ou na presença de 50 e 100 kg ha-1 de N. Marques 
et al. (2020) também observaram maior área foliar nas plantas de milho inoculadas com duas 
estirpes de A. brasilense em condições hídricas contrastantes (irrigado ou em déficit hídrico). 
 
a) b) 

  
c) d) 

 
e) f) 

 
 

Continua na próxima página a Figura 31... 
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Continuação da Figura 31. 
g) 

 
 

Figura 31. Massa seca acumulada, da parte aérea e das raízes das plantas, diâmetro do colmo, 
área foliar, número de folhas e razão raiz/PA aos 24, 31, 35 e 38 DAP. As colunas 
representam o valor médio e as barras representam o erro padrão de 5 repetições. As letras 
acima das barras indicam diferenças significativas (p≤0,05). 

 
4.4.3 Atividade enzimática da nitrato redutase 
 

A atividade da NR nas folhas não diferiu na coleta aos 31 DAP, mesmo as plantas do 
tratamento inoculado com Hs-ZAE94 apresentando uma redução de 7% quando comparado aos 
demais tratamentos (Figura 32). Essa atividade ligeiramente mais baixa pode ter ocorrido 
devido a um sistema de feedback negativo, onde a presença de formas reduzidas de N, inibem 
aNR (STITT et al., 2002). Neste caso, o grande aumento nos teores de N-amino encontrado nos 
mesmos tecidos pode ter favorecido a ocorrência deste processo, e com isso ter contribuído para 
o acúmulo de NO3

- que foi superior em 253% dos demais tratamentos. 
Houve uma redução na aNR ao longo das coletas em todos os tratamentos, isso pode 

indicar que o NO3
- que foi disponibilizado através de adubações parceladas estava sendo 

rapidamente metabolizado, dados que vão ao encontro das frações nitrogenadas encontradas 
nos tecidos das plantas. Na coleta aos 35 DAP as plantas inoculadas com Ab-Sp245 
apresentaram maior aNR mesmo reduzindo-a em 15% com relação a coleta anterior, e diferiu 
dos demais tratamentos, esse resultado pode estar relacionado a maior assimilação do N 
disponível na forma de NO3

-, pois conforme verificado nos experimentos anteriores as plantas 
inoculadas com Ab-Sp245 apresentam maior influxo de NO3

-. 
Aos 38 DAP os valores ainda mais reduzidos da aNR podem indicar além de uma rápida 

circulação do NO3
- no citosol uma baixa concentração desse nutriente no substrato, pois essa 

coleta foi realizada distante da última adubação. Nesse momento, a Ab-Sp245 que foi o 
tratamento com maior redução na aNR (254%) se iguala ao tratamento controle e juntos diferem 
da Hs-ZAE94 que apresentou a maior aNR. Vale ressaltar que os tecidos das raízes foram 
coletados aos 31 DAP para realizar a aNR, porém os valores estavam muitos baixos e o método 
utilizado não foi sensível para mensurá-los, por isso optou-se por não realizar a coleta deste 
tecido nas demais datas de amostragem. Esse comportamento também pode indicar que grande 
parte do NO3

- absorvido foi remobilizado para as folhas para então serem reduzidos. Pois, já 
havia sido identificado através do experimento I e de Breda et al. (2019b) que aNR em plantas 
de milho ocorrem prioritariamente nas folhas, independente da presença de N no meio de 
cultivo. 
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Figura 32. Atividade da enzima nitrato redutase de plantas de milho inoculadas ou não com 
Ab-Sp245 e Hs-ZAE94 aos 31, 35 e 38 DAP. As colunas representam o valor médio e as 
barras representam o erro padrão de 5 repetições. As letras acima das barras indicam 
diferenças significativas (p≤0,05). 

 
4.4.4 Avaliação de parâmetros radiculares 
 

Os parâmetros radiculares foram modificados positivamente em função da inoculação, 
apesar de diferenças significativas terem sidos encontradas para massa seca deste órgão apenas 
na coleta aos 24 DAP. De acordo com Hodge (2004), as medições de biomassa radicular não 
são, necessariamente, um indicativo da área de absorção total do sistema radicular, e alterações 
na arquitetura do sistema radicular podem sim ocorrer sem que haja mudanças na biomassa 
total da raiz. Nesse ponto, de maneira geral, a inoculação com ambas as estirpes aumentou o 
comprimento, as áreas de superfície e projeção e o comprimento de raízes finas (0-1,5mm) em 
comparação ao controle para as coletas 24, 35 e 38 DAP (Figura 33). Marques et al. (2021) 
também observaram que a inoculação com A. brasilense favoreceram o desenvolvimento das 
raízes de plantas de milho, aumentaram o comprimento total, a área superficial, volume e 
diâmetro médio das raízes após 45 dias do plantio. Esses mesmos autores, observaram que não 
houve diferença no diâmetro médio das raízes quando as plantas foram submetidas ao estresse 
hídrico. 

As raízes, nesse experimento, foram separadas em duas classes de acordo com a 
espessura, as raízes finas compreenderam aquelas que apresentaram espessura 0 a 1,5 mm e as 
demais (médias e grossas) com espessura maior que 1,5 mm. Conforme supracitado somente o 
comprimento de raízes finas foi alterado pela inoculação, incrementos nessa classe de diâmetro 
variaram de 32 a 63% para Ab-Sp245 enquanto que para Hs-ZAE94 variaram de 32 a 46% ao 
longo das avaliações. As raízes mais finas podem conferir maior capacidade de absorção de 
nutrientes por unidade de massa da raiz, por exemplo, a taxa de absorção de NO3

- em uma 
gramínea foi positivamente correlacionada com o comprimento da raiz fibrosa, superfície e 
volume de cada classe de diâmetro (WANG et al., 2006). 

A inoculação com ambas as estirpes aumentou o número de pontas das raízes das plantas 
aos 38 DAP, embora as raízes das plantas inoculadas com Ab-Sp245 apresentarem número de 
pontas semelhantes ao controle. Zemrany et al. (2007) verificaram que as plantas de milho 
inoculadas com Azospirillum aumentaram o número de pontas, área de superfície e 
comprimento total das raízes. Assim, como o ocorrido nesse estudo, esses autores não 
observaram mudanças no diâmetro médio das raízes em razão da inoculação de 7 até 35 dias 
após a semeadura, apesar de os valores médios terem sido 3 vezes menores que os encontrados 
nesse experimento. Santos et al. (2019) observaram um aumento de 48 e 72% no número de 
pontas e bifurcações, respectivamente, em gemas de cana-de-açúcar inoculadas com um mix de 
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5 bactérias diazotróficas, os incrementos encontrados aqui nestes mesmos parâmetros foram de 
34 e 54% nas plantas inoculadas com Hs-ZAE94 aos 38 DAP. 

Rozier et al. (2016) verificaram mudanças na arquitetura radicular em um de dois 
genótipos de milho avaliados e inoculados com Azospirillum, os autores relacionaram o ganho 
de biomassa radicular (100%) com o aumento no comprimento total das raízes, e que este 
aumento estava relacionado ao maior número de raízes secundárias na radícula e raízes seminais 
laterais resultando no maior número de pontas e, portanto, gerando um aumento na superfície 
total da raiz. 
 

  

  
 
Continua na próxima página a Figura 33... 
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Continuação da Figura 33. 

  

  

  
 

Figura 33. Arquitetura das raízes analisadas pelo software WinRHIZO Pro™ de plantas de 
milho inoculadas ou não com Ab-Sp245 e Hs-ZAE94 aos 24, 31, 35 e 38 DAP. As colunas 
representam o valor médio e as barras representam o erro padrão de 4 repetições. As letras 
acima das barras indicam diferenças significativas (p≤0,05). 

 
4.4.5 Análise de metabólitos solúveis 
 

As plantas inoculadas com Hs-ZAE94 apresentaram maiores teores de NO3
-, NH4

+ e N-
amino na coleta aos 31 DAP (Figura 34). Os teores de açúcares solúveis desse mesmo 
tratamento foram mais baixos do que as plantas do tratamento controle, mas não diferiram do 
Ab-Sp245. 

Na coleta aos 35 DAP as plantas referentes ao tratamento controle apresentaram maiores 
teores de NO3

- quando comprado aos demais tratamentos. Esse maior teor de NO3
- corrobora 

com os menores valores de atividade da NR quando comparado ao tratamento com Ab-Sp245 
(Figura 32), entretanto esses tratamentos não diferiram nos teores de NH4

+ e N-amino. Por outro 
lado, o tratamento inoculado com Hs-ZAE94 diferiu do Ab-Sp245 por apresentar menor teor 
de NO3

-, apesar de não diferirem nas demais frações nitrogenadas e nem de açúcares. 
Na coleta aos 38 DAP as plantas do tratamento controle também apresentaram os 

maiores teores de NO3
-, dados que novamente corroboram com a menor aNR quando 
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comparada com as plantas inoculadas com Hs-ZAE94, que nesta ocasião apresentaram maior 
atividade da enzima, e isso se refletiu nos menores teores de NH4

+ e N-amino, mas sem 
diferenças nos teores de açúcares solúveis. Comportamento inverso foi observado nas plantas 
inoculadas com Hs-ZAE94, que apresentaram os maiores teores de NH4

+ e N-amino em função 
da maior aNR encontrada. Já as plantas inoculadas com Ab-Sp245 apresentaram maiores teores 
de NH4

+ em função dos menores teores NO3
- quando comparado ao tratamento controle, apesar 

de não diferirem na aNR nessa mesma coleta. 
 

  

  
 

Figura 34. Teores de NO3
-, NH4

+, N-amino e açúcares solúveis na parte aérea das plantas de 
milho inoculadas ou não com Ab-Sp245 e Hs-ZAE94 aos 31, 35 e 38 DAP. As colunas 
representam o valor médio e as barras representam o erro padrão de 5 repetições. As letras 
acima das barras indicam diferenças significativas (p≤0,05). 

 
O conteúdo de N foi afetado positivamente pela inoculação aos 31 e 38 DAP (Figura 

35). Na coleta aos 31 DAP o tratamento com Hs-ZAE94 acumulou 7 e 12% a mais de N que os 
tratamentos Ab-Sp245 e controle, respectivamente. No entanto, na coleta aos 38 DAP as plantas 
inoculadas com Ab-Sp245 aumentaram significativamente em 5 e 7% de N em relação aos 
tratamentos Hs-ZAE94 e controle, respectivamente. O acúmulo de N nessa última coleta pode 
estar atribuído a produção de massa seca para este mesmo órgão, uma vez que seguiu o mesmo 
comportamento, sendo superior para o tratamento com Ab-Sp245 seguidos por Hs-ZAE94 e 
controle nessa ordem. Santos et al. (2015) observaram incrementos muito superiores ao 
encontrado neste experimento para o conteúdo total de N, sendo ele 44,32% quando as plantas 
de milho foram inoculadas com Hs-ZAE94 e suplementadas com 60 kg ha-1 de N aos 45 DAP, 
enquanto neste trabalho as plantas inoculadas com essa mesma estirpe aumentaram apenas em 
2,2% na coleta aos 38 DAP. Breda et al. (2019a) observaram maior acúmulo de N nas folhas 
das plantas de milho inoculadas com Ab-Sp245 associadas a dose de 50 kg ha-1 a partir de 28 
dias após a emergência (DAE) quando comparadas as plantas controle e Hs-ZAE94, enquanto 
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que as plantas inoculadas com Hs-ZAE94 acumularam mais N quando a adubação foi de 100 
kg ha-1 de 28 a 63 DAE. Por outro lado, Dotto et al. (2010) não observaram incrementos no teor 
de N nas folhas plantas de milho inoculadas com H. seropedicae. 
 

 
 

Figura 35. Conteúdo de nitrogênio total na parte aérea das plantas de milho inoculadas ou não 
com Ab-Sp245 e Hs-ZAE94 aos 31, 35 e 38 DAP. As colunas representam o valor médio 
e as barras representam o erro padrão de 5 repetições. As letras acima das barras indicam 
diferenças significativas (p≤0,05). 

 
4.5 Modificações no Metabolismo de Nitrogênio em Plantas de Milho Inoculadas com 
Duas Espécies de Bactérias Diazotróficas: Experimento V 
 
4.5.1 Contagem de bactérias diazotróficas 
 

A população inicial dos inoculantes ajustada para 106 cel mL-1 com auxílio da câmara 
de Neubauer foi confirmada pela da técnica do NMP, e conforme esperado não houve 
crescimento positivo para a solução utilizada na imersão das raízes do tratamento controle 
(Figura 36). A contagem nas raízes das plântulas imediatamente após o processo de inoculação 
demonstrou que o mesmo foi efetivo, onde as plantas inoculadas com ambas as estirpes 
apresentaram log10 nº de cel g-1 de massa fresca compatível com as populações inoculadas e 
superiores ao controle 1000 vezes. Alves et al. (2020) inocularam sementes de milho de modo 
que cada semente recebeu 106 cel mL-1. Bashan (1986) testaram três estirpes de Azospirillum 

em trigo em diferentes concentrações, que variaram 102 a 108 UFC mL-1, a fim de determinar o 
nível ideal para a inoculação bacteriana. Para isso, realizou comparações entre a população 
bacteriana inoculada e o aumento na área superficial da raiz. Todas as estirpes mostraram a 
mesma tendência em influenciar o crescimento da raiz, com nível ideal entre 105 - 106 UFC 
mL-1, a diminuição da concentração bacteriana para 102 - 104 UFC mL-1 teve um efeito positivo 
menor, enquanto concentrações muito altas como a de 108 UFC mL-1 teve efeito negativo, 
diminuindo a área de superfície da raiz. Neste sentido, reduziu-se a população para 106 cel mL-

1 para verificar se os benefícios obtidos no experimento IV quando essa mesma população foi 
utilizada se repetiria em condição hidropônica. 

Aos 17 DAT a população do tratamento controle não diferiu do inoculado com Hs-
ZAE94 e foram superiores ao inoculado com Ab-Sp245. No experimento II, para o mesmo 
período de amostragem as plantas inoculadas com Hs-ZAE94 mantiveram a população superior 
as inoculadas com Ab-Sp245 em substrato estéril. Conceição et al. (2009) realizaram a 
contagem nas raízes das plantas de milho 40 dias após a semeadura pela mesma técnica utilizada 
neste trabalho em meio semi-sólido JNFb e verificaram que os tratamentos onde a inoculação 
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com H. seropedicae estava presente houve um incremento de três unidades logarítmicas em 
relação as plantas controle. 
 

 
 

Figura 36. Contagem de bactérias pela técnica do número mais provável presente no 
inoculante, na solução inoculadora, nas raízes após a inoculação e aos 17 dias após o 
transplantio (DAT) (n = 3). NMP com meio semi-sólido NFb sem nitrogênio. 

 
4.5.2 Monitoramento da depleção de nitrogênio na solução nutritiva 
 

As medições de NO3
- e NH4 

+ na solução nutritiva foram realizadas durante 24 h após o 
início do ressuprimento com as fontes de N, excluindo o período noturno (Figuras 37 e 38). 
Resolveu-se excluir o período noturno observando ensaios anteriores, como no experimento III 
onde não houve mudanças significativas na concentração de NO3

- entre o último ponto 
amostrado as 18 h e o primeiro do dia seguinte as 8 h da manhã. Matt et al. (2001) também 
observaram que a absorção de NO3

- durante o período diurno foi 40% superior que a absorção 
durante a noite em plantas de tabaco. 

Após o início da avaliação da depleção, nas primeiras horas é possível observar o efluxo 
de NO3

-, isso pode estar associado ao feedback negativo exercido pelas elevadas concentrações 
internas dos produtos resultantes do metabolismo do N nas plantas. As concentrações iniciais 
de NO3

− foram 7 vezes maiores que as de NH4 
+ na solução nutritiva, e a utilização pelas plantas 

foi praticamente estável após 24 h. No entanto, a concentração de NO3
− foi significativamente 

menor no tratamento inoculado com Ab-Sp245 em comparação com controle não inoculado, 
nas três últimas horas de avaliação (22, 23 e 24 h) (Figura 37). Kapulnik et al. (1985) 
verificaram que a inoculação com Azospirillum em plantas de trigo aumentou a absorção de 
NO3

- da solução nutritiva. 
Na Figura 38 é possível observar que ocorreu um esgotamento quase completo de NH4

+ 
na solução durante as primeiras 24 h, tempo em que ocorreu o monitoramento das 
concentrações. O processo de absorção de NH4

+ foi muito mais intenso do que o de NO3
-, para 

todos os tratamentos, sendo isso também observado através do acúmulo de ambas as frações 
nos tecidos foliares. Isso pode ser justificado pelo grande gasto de energético necessário para a 
absorção de N, especialmente NO3

-, em que 8e- a mais são necessários para sua redução. A este 
propósito, já foi investigado que mesmo quando a absorção de NO3

- atinge seu ponto máximo, 
se ambas as fontes estiverem em concentrações equimolares, ainda assim as plantas absorvem 
de 5 a 10 vezes mais N como NH4

+ do que como NO3
-, portanto, a absorção de NH4

+ por plantas 
é mais rápida que a de NO3

- sob amplas condições de variação ambiental (FERNANDES, 
SOUZA & SANTOS, 2018). 

A partir de 22 h é possível observar que a concentração NH4
+ na solução das plantas 

inoculadas com Ab-Sp245 é muito baixa. De acordo com Fernandes, Souza & Santos (2018), 
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quando isso acontece a velocidade de absorção do íon também é muito baixa, podendo atingir 
a um valor de concentração em que influxo líquido é igual a zero, sendo este ponto nominado 
Cmin. Nesse caso, a resposta mais rápida de absorção pelas plantas inoculadas com Ab-Sp245 
provavelmente contribuiu para o alcance do Cmin a partir desta amostragem, pois não houve 
mudanças de absorção nos pontos monitorados adiante, ou seja, a absorção líquida NH4

+ cessou 
antes que ele fosse completamente esgotado, corroborando também com o início de maior 
absorção de NO3

- para as plantas do mesmo tratamento. Esse maior influxo de NO3
- e NH4

+ nas 
plantas inoculadas pode ser resultado do estímulo da atividade das PMH+-ATPase, como já 
observado em outros trabalhos (BASHAN, 1990; BASHAN et al. 1989; CANELLAS et al., 
2013). 
 

 
 

Figura 37. Análise da depleção de nitrato na solução nutritiva durante 24h após a troca da 
solução. As barras representam o erro padrão de 8 repetições e * difere em p≤0,05. Para 22 
e 24h - Controle- b; Ab-Sp245-a; Hs-ZAE94- a, para 23h- controle- b; Ab-Sp245-a; Hs-
ZAE94-ab. 
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Figura 38. Análise da depleção de nitrato na solução nutritiva durante 24h após a troca da 
solução. As barras representam o erro padrão de 8 repetições e * difere em p≤0,05. Para 22 
e 24h - Controle- b; Ab-Sp245-a; Hs-ZAE94- a, para 23h- controle- b; Ab-Sp245-a; Hs-
ZAE94-ab. 

 
4.5.3 Acúmulo de biomassa 
 

A inoculação com ambas as estirpes afetou significativamente o acúmulo de massa seca 
nos diferentes órgãos (Figura 39a). Aos 17 DAT as plantas inoculadas com Hs-ZAE94 não 
diferiram do tratamento controle no acúmulo de biomassa, mas foram diferentes das inoculadas 
com Ab-Sp245, onde estas incrementaram 57 e 47% na massa seca da parte aérea e raiz, 
respectivamente. Na coleta antes da fome (21 DAT), 4 dias após a coleta anterior e com 
suprimento ainda constante de 2,0 mM de N, as plantas inoculadas com Ab-Sp245 continuaram 
apresentando as maiores médias, porém diferenças significativas só foram encontradas na 
massa seca de raiz, com aumentos de 50 e 87% quando comparado aos tratamentos Hs-ZAE94 
e controle, respectivamente. 

Após o período de privação com fonte de N de 72 h, as plantas inoculadas com ambas 
as estirpes apresentaram maior biomassa total (Figura 39b), com contribuição tanto da parte 
aérea quanto das raízes, já que ambos os tecidos foram significativamente diferentes e 
acumularam mais biomassa que o tratamento controle. Na coleta final, após o ressuprimento 
com ambas as fontes de N (nítrica e amoniacal) as plantas inoculadas com Ab-Sp245 foram 
diferentes do controle e acumularam 144% a mais de biomassa. De uma maneira geral, as 
plantas inoculadas com Ab-Sp245 foram as que apresentaram maior acúmulo de biomassa total 
nos diferentes tempos amostrados, incrementos que variaram de 96 a 144% na massa seca total 
da primeira para a última avaliação em relação ao controle. Vale ressaltar, que esse efeito da 
inoculação na massa de raiz vai ao encontro da morfologia deste órgão, onde as plantas 
inoculadas com Ab-Sp245 foram as que mais modificaram os diferentes parâmetros radiculares 
avaliados. Contudo, nenhuma diferença na razão raiz/parte aérea foi encontrada entre os 
tratamentos nas épocas de amostragem (Figura 39c). 

Na coleta após o ressuprimento o diâmetro do colmo seguiu o mesmo comportamento 
observado para biomassa, sendo superior para Ab-Sp245, seguido da Hs-ZAE94 que mesmo 
sendo semelhante ao controle na biomassa diferiu deste, incrementos 27 e 18% foram 
encontrados nesse parâmetro para Ab-Sp245 e Hs-ZAE94, respectivamente (Figura 39e). Por 
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outro lado, Galindo et al. (2019) não encontraram diferenças no diâmetro de colmo de plantas 
de milho inoculadas com duas estirpes de A. brasilense. O mesmo aconteceu com Inagaki et al. 
(2015), quando plantas de milho foram inoculadas com A. brasilense e H. seropedicae, porém 
quando as estirpes foram inoculadas de forma combinada foram capazes de aumentar em 7% o 
diâmetro do colmo quando comparado ao controle. Esses mesmos autores observaram que 
quando a área foliar foi avaliada não houve diferença entre os tratamentos inoculados e o 
controle, apenas a inoculação com ambas as estirpes resultaram em maior área foliar que as 
plantas inoculadas somente com a H.  seropedicae, aumento médio de 22%. 

Nesse experimento, a área foliar só foi modificada pela inoculação com Ab-Sp245, com 
incrementos significativos de 112 e 79% quando comprado ao controle e Hs-ZAE94, 
respectivamente (Figura 39d). 
 

a) 

 
b) c) 

 
Continua na próxima página a Figura 39... 
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Continuação da Figura 39. 
d) e) 

  
Figura 39. Massa seca acumulada, da parte aérea e das raízes das plantas aos 17DAT, antes da 

fome (21DAT), após fome (24DAT) e após o ressuprimento (25DAT), razão raiz/parte 
aérea e área foliar e diâmetro do colmo após o ressuprimento. As colunas representam o 
valor médio e as barras representam o erro padrão de 5 repetições. As letras acima das 
barras indicam diferenças significativas (p≤0,05). 

 
4.5.4 Atividade enzimática da nitrato redutase 
 

A atividade da NR nas folhas de plantas de milho variou em função da disponibilidade 
de N e entre os tratamentos avaliados (Figura 40). Na coleta antes da fome onde as plantas 
estavam sob suprimento constante de N, a inoculação com ambas as estirpes proporcionou 
incrementos na aNR, cerca de 68 e 58% para Ab-Sp245 e Hs-ZAE94, respectivamente. No 
entanto, quando as plantas foram submetidas a privação de N por 72 h ocorreu uma significativa 
redução da aNR, valores três vezes menores dos encontrados na coleta anterior e sem diferença 
entre os tratamentos. Este fato já era esperado, uma vez que aNR está intimamente relacionada 
ao fluxo de NO3

- no citosol no momento de sua determinação e não ao NO3
- armazenado nos 

vacúolos (COOKSON et al., 2005). Breda et al. (2019b) também não observaram diferenças na 
aNR após a privação de N, tanto nas folhas quanto nas raízes das plantas de milho inoculadas 
com as mesmas estirpes deste trabalho. Ainda, esses autores só encontraram diferenças na aNR 
com relação a dose de N aplicada e nenhuma com inoculação, mesmo após o ressuprimento 
com a fonte de N. 

Quando as plantas foram submetidas ao ressuprimento de N a aNR volta a aumentar em 
todos os tratamentos, fato também esperado pela volta do influxo de NO3

-, mas somente a 
inoculação com Ab-Sp245 proporcionou um incremento de 56% na atividade desta enzima 
quando comparada ao controle. Estes resultados estão de acordo com a curva de depleção 
apresentada para NO3

-, indicando uma maior absorção e assimilação do N disponível por parte 
das plantas inoculadas com Ab-Sp245. Santos et al. (2019) verificaram que aNR em folhas de 
cana-de-açúcar responderam positivamente a inoculação com 5 bactérias diazotróficas sendo 
sempre superior ao controle, tanto na presença quanto ausência de N. Gewehr et al. (2020) 
avaliaram aNR em plantas de trigo inoculadas ou não com Azospirillum e associadas a aplicação 
de doses crescentes de N (0, 30, 60, 90 e 120 Kg ha-1), os resultados demonstraram que aNR 
foi maior nas plantas inoculadas e que para cada kg de N aplicado o incrementou foi 0,0181 
nmol NO2

- g-1 MF h-1. 
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Figura 40. Atividade da enzima nitrato redutase nas folhas das plantas de milho inoculadas ou 
não com Ab-Sp245 e Hs-ZAE94 avaliadas antes e após a fome, e após o ressuprimento 
com nitrogênio. As colunas representam o valor médio e as barras representam o erro 
padrão de 6 repetições. As letras acima das barras indicam diferenças significativas 
(p≤0,05). 

 
4.5.5 Análise de metabólitos solúveis 
 

O tratamento que recebeu inoculação com Hs-ZAE94 apresentou maiores teores foliares 
de NO3

-, NH4
+ e N-Amino na coleta realizada antes da fome (Figura 41). As plantas inoculadas 

com Ab-Sp245 também apresentaram maiores teores de NH4
+ quando comparadas ao controle, 

corroborando com os maiores valores da aNR nesta mesma coleta para ambas as estirpes. Por 
outro lado, as plantas inoculadas com Ab-Sp245 apresentaram 6 vezes menos NO3

- e 43% 
menos NH4

+ nos tecidos foliares quando comparado ao Hs-ZAE94. 
A deficiência de N por 72 h consumiu grande parte do NO3

- que estava nos tecidos 
foliares das plantas em todos os tratamentos, sendo a maior redução para o tratamento com Hs-
ZAE94. Contudo, a inoculação com Ab-Sp245 proporcionou maior acúmulo deste em 161 e 
467% quando comparado aos tratamentos controle e Hs-ZAE94, respectivamente, isso pode 
indicar que em condições de deficiência de NO3

- as plantas inoculadas com essa estirpe 
possuem maior capacidade de armazenar NO3

-, em outras palavras, um maior pool de reserva 
e assim podem usar de forma mais eficiente o N. Em trabalhos com diferentes culturas, foi 
sugerido que o acúmulo de NO3

- em plantas sob condições limitantes de N é uma característica 
estratégica muito importante para o desenvolvimento vegetal durante a fase reprodutiva 
(HIREL et al., 2007; KANT et al., 2008; SPERANDIO et al. 2014). 

Após o ressuprimento com N, as plantas inoculadas com Hs-ZAE94 e controle 
aumentaram significativamente os teores de NO3

-, cerca de 20 e 6 vezes, respectivamente, 
enquanto que as plantas inoculadas com Ab-Sp245 manteve os mesmos teores mesmo 
absorvendo mais NO3

- que o controle conforme observado na curva de depleção, isso indica 
que todo o NO3

- da parte aérea está sendo assimilado e corrobora com os maiores valores de 
atividade da NR. Nas plantas inoculadas com Hs-ZAE94 há um aumento nos teores de NH4

+ e 
N-amino, condizente com a redução de NO3

- que se iniciou com a alta aNR para a mesma coleta, 
assim como os teores de açúcares solúveis que são significativamente mais baixos para esse 
tratamento. Para evitar possíveis efeitos tóxicos em função da presença de NH4

+ livre nos 
tecidos, as plantas necessitam de esqueletos de carbono para assimilá-lo, sintetizando 
aminoácidos e amidas, e a fonte desses esqueletos de carbono seriam os carbonos prontamente 
assimiláveis como os açúcares solúveis (FERNANDES, 1978; BORGES et al., 2009). Assim, 
os elevados teores de N-amino justificam a queda nos teores de açúcares solúveis para esse 
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mesmo tratamento. Breda et al. (2019b) também observaram maiores teores de NH4
+ e menores 

de açúcares nas folhas das plantas de milho inoculadas com Hs-ZAE94 quando comparado com 
as plantas inoculadas com Ab-Sp245. 
 

  

  
 

Figura 41. Teores de NO3
-, NH4

+, N-amino e açúcares solúveis nas folhas das plantas de milho 
inoculadas ou não com Ab-Sp245 e Hs-ZAE94 antes e após a fome e após o ressuprimento 
com nitrogênio. As colunas representam o valor médio e as barras representam o erro 
padrão de 4 repetições. As letras acima das barras indicam diferenças significativas 
(p≤0,05). 

 
4.4.6 Avaliação de parâmetros radiculares 
 

Aos 17 DAT as plantas inoculadas com Ab-Sp245 apresentaram maiores valores para 
quase todos os parâmetros analisados, não diferindo apenas no parâmetro diâmetro médio 
(Figura 42). Antes de aplicar a fome (21 DAT) nenhuma diferença foi encontrada entre os 
tratamentos. Porém, após passarem por período de privação de N (72 h) as raízes das plantas 
inoculadas com ambas as estirpes apresentam uma resposta plástica e se expandiram em busca 
de nutrientes de forma mais eficiente que o controle não inoculado. Novamente as plantas 
inoculadas com Ab-Sp245 apresentaram médias superiores para os parâmetros avaliados, 
seguido do tratamento inoculado com Hs-ZAE94 que não foi diferente do anterior para 
diâmetro médio. Já é apontado na literatura que determinadas estirpes de Azospirillum tem a 
capacidade de perceber sinais fisiológicos produzidos pelas plantas sob condições de estresse 
ambiental, como a limitação de água e nutrientes, e então modificam seu metabolismo e 
aumentam a produção de fitohormônios para coordenar uma resposta única junto a planta 
(CASSÁN et al., 2014). Ainda, de acordo com Cassán et al. (2020) o principal resultado da 
inoculação com Azospirillum são as mudanças na arquitetura radicular, desencadeadas por essa 
produção de substâncias reguladoras de crescimento vegetal, principalmente AIA (ácido indol-
3-acético). Marques et al. (2020) observaram maior comprimento e área superficial das raízes 
de plantas de milho inoculadas com A. brasilense. Vale ressaltar que as plantas inoculadas com 
Hs-ZAE94 apesar de diferentes da Ab-Sp245 também diferiram do controle com valores 
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médios superiores para todos os parâmetros, demonstrando sua alta capacidade adaptativa 
frente a deficiência de N. Alves et al. (2021) observaram que a inoculação com Hs-ZAE94 
aumentaram em 25% o volume de raízes e 9% o comprimento de raízes finas (0-1,5mm) em 
milho refletindo em 27 e 8% no ganho de massa seca de parte aérea e raízes, respectivamente. 
Essa contribuição da inoculação no comprimento de raízes finas (0-1,5mm) também foi 
observado nesse experimento para ambas as estirpes, com destaque para Ab-Sp245 que 
apresentou incrementos máximos de 193% com relação ao controle, enquanto Hs-ZAE94 
incrementou 93%. Rosolem et al. (1994) verificaram que um genótipo de milho com alta 
eficiência na aquisição e utilização de nutrientes do solo apresentou maior proporção de raízes 
finas. Além disso, conforme verificado em estudos anteriores a maior contribuição para o 
comprimento total radicular de plantas de milho foi das raízes com classe de diâmetro entre 0,2 
e 0,4 mm (COSTA et al., 2002), aqui foi verificado uma correlação forte e positiva entre o 
comprimento total das raízes com o comprimento na classe de raízes finas (Tabela 6). Esse 
aumento no comprimento das raízes finas também foi observados nas plantas inoculadas do 
experimento IV, onde as estirpes aumentaram em até 46 e 63% para Hs-ZAE94 e Ab-Sp245, 
respectivamente, este parâmetro ao longo do período de 38 dias após o plantio. Por outro lado, 
no experimento I quando as plantas foram submetidas a doses contrastantes de N em 
hidroponia, somente a inoculação com Ab-Sp245 proporcionou incremento nessa classe de 
diâmetro no final de 32 dias após a transferência para o sistema hidropônico diferenças essas 
encontradas somente na dose alta, pois nenhuma foi encontrada na dose baixa. Já no 
experimento II também sob doses contrastantes de N, mas em substrato de areia e vermiculita, 
as plantas inoculadas com Ab-Sp245 aumentaram o comprimento de raízes finas em ambas as 
condições de N, enquanto a Hs-ZAE94 só proporcionou incrementos na dose alta de N. A partir 
disso, entende-se que a inoculação com Ab-Sp245 pode contribuir de maneira mais efetiva para 
aumento de raízes finas em condição de baixo ou nenhum suprimento de N.  

Na coleta final, após o ressuprimento, as plantas inoculadas com Ab-Sp245 mantém o 
comportamento observado nas coletas anteriores e se destaca com os maiores valores médios 
para todos os parâmetros analisados. Por outro lado, as plantas inoculadas com Hs-ZAE94 não 
diferiram do controle em nenhum dos parâmetros. Com base nessas observações, é possível 
compreender os demais resultados encontrados nesse experimento para plantas inoculadas com 
Ab-Sp245, como absorção mais intensa de N, maior aNR, biomassa e acúmulo de N. 
 

 
 
Continua na próxima página a Figura 42... 
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Continuação da Figura 42. 

 

  

 

 
Figura 42. Arquitetura das raízes analisadas pelo software WinRHIZO Pro™ de plantas de 

milho inoculadas ou não com Ab-Sp245 e Hs-ZAE94 aos 17 DAT, antes e após a fome e 
após ressuprimento com nitrogênio. As colunas representam o valor médio e as barras 
representam o erro padrão de 4 repetições. As letras acima das barras indicam diferenças 
significativas (p≤0,05). 
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Tabela 6. Matriz do coeficiente de correlação de Pearson das variáveis biomassa e arquitetura radicular na coleta final (25 DAT) das plantas de 

milho inoculadas ou não. 
Variáveis¹ PSPA PSR CT AP AS DM V P B C CT≤1,5 CT>1,5 

PSPA 1,00            

PSRAIZ 0,97* 1,00           

CT 0,93* 0,89* 1,00          

AP 0,96* 0,93* 0,99* 1,00         

AS 0,96* 0,93* 0,99* 1,00* 1,00        

DM 0,91* 0,84* 0,93* 0,93* 0,93* 1,00       

V 0,97* 0,95* 0,97* 0,99* 0,99* 0,90* 1,00      

P 0,86* 0,82* 0,97* 0,94* 0,94* 0,93* 0,90* 1,00     

B 0,9* 0,87* 0,98* 0,98* 0,98* 0,88* 0,97* 0,94* 1,00    

C 0,88* 0,85* 0,98* 0,97* 0,97* 0,87* 0,95* 0,94* 1,00* 1,00   

CT≤1,5 0,93* 0,89* 1,00* 0,99* 0,99* 0,93* 0,96* 0,97* 0,98* 0,98* 1,00  

CT>1,5 0,96* 0,94* 0,91* 0,94* 0,94* 0,90* 0,96* 0,88* 0,90* 0,88* 0,91* 1,00 

* indicam diferenças significativas (p≤0,05); 1PSPA= peso seco da parte aérea; PSR= peso sedo da raiz; CT= comprimento total; AP= área de projeção; AS= área superficial; 
DM= diâmetro médio; V= volume; P= n° de pontas; B= bifurcações; C= cruzamentos; CT≤1,5= comprimento total das raízes finas (0-1,5mm); CT>1.5= comprimento total 
das raízes com diâmetro maior que 1,5 mm. 
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O conteúdo de N total na parte aérea foi afetado de forma positiva pela inoculação 

(Figura 43). Os tratamentos inoculados com ambas as estirpes foram significativamente 
superiores nas datas amostradas, exceto aos 21 DAT (antes da fome de N) que não diferiram 
do controle, sendo este o mesmo comportamento observado para as variáveis morfologia de 
raiz e acúmulo de biomassa. Aos 17 DAT, os tratamentos com Ab-Sp245 e Hs-ZAE94 
proporcionaram um incremento de 241 e 139%, respectivamente, no acúmulo de N na parte 
aérea em relação ao controle. Porém, nessa mesma coleta os tratamentos inoculados diferiram 
entre si, e as plantas inoculadas com Ab-Sp245 aumentaram em 43% o N total em comparação 
a Hs-ZAE94. Após o período de restrição de N, ambas as estirpes foram diferentes do controle 
apresentando as maiores médias no conteúdo de N, comportamento que se mantém na coleta 
final após o ressuprimento com ambas as fontes de N, embora o conteúdo das plantas inoculadas 
com Hs-ZAE94 seja semelhante ao do controle não inoculado. Pereira et al. (2015) observaram 
diferenças no conteúdo foliar de N e no peso seco de raízes e parte aérea quando inoculados 
com Azospirillum. 
 

 
Figura 43. Conteúdo de nitrogênio total na parte aérea das plantas de milho inoculadas ou não 

com Ab-Sp245 e Hs-ZAE94 aos 17DAT, antes e após a fome, e após ressuprimento com 
nitrogênio. As colunas representam o valor médio e as barras representam o erro padrão de 
4 repetições. As letras acima das barras indicam diferenças significativas (p≤0,05). 

 
4.6 Avaliação da Expressão Gênica de Isoformas de PMH+- ATPases, Transportadores de 
Nitrato de Alta Afinidade e Enzimas do Ciclo de N: Experimento VI 
 
4.6.1 Contagem de bactérias diazotróficas 
 

Os inoculantes foram aplicados de forma a disponibilizar a concentração bacteriana de 
108 cel planta-1, a contagem dos mesmos foi realizada por diferentes metodologias (Figura 44). 
Houve diferença entre os métodos de contagem somente para a Hs-ZAE94, onde a contagem 
em câmara de Neubauer foi menor quando comparado aos métodos de contagem em placa e 
qPCR, mas mantendo a mesma ordem de grandeza. A contagem em câmara de Neubauer é um 
método de contagem direta de células, frequentemente utilizado para quantificar diversos 
microrganismo, principalmente, quando é necessário realizar a normalização da concentração 
de células em uma determinada amostra. Spolaor et al. (2016), utilizou esta técnica para 
contagem e normalização do inoculante com A. brasilense para milho, assim como Matoso et 
al. (2019), que verificou a densidade populacional no inoculante aplicado em cana-de-açúcar 
por este mesmo método. De acordo com Madigan et al. (2016), na contagem microscópica é 
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difícil alcançar precisão, mesmo que sejam realizadas repetições, um erro médio percentual 
deve adotado de 5,2±8,8% (LUCARINI et al., 2004).  

A contagem do inoculante através da qPCR só detectou a estirpe alvo no respectivo 
inoculante produzido a partir dela e confirmou a população inoculada nas raízes de plântulas de 
milho, reconhecendo ainda a sensibilidade de cada par de primer para as estirpes alvos do 
trabalho. 
 

 
Figura 44. Quantificação das bactérias Ab-Sp245 e Hs-ZAE94 realizadas pelas técnicas do 

NMP, contagem padrão em placas, câmara de Neubauer e qPCR presentes no inoculante. 
As colunas representam o valor médio e as barras representam o erro padrão de 3 
repetições. 

 
A contagem dos tecidos de raízes de milho confirmou que as plantas inoculadas 

mantiveram uma população superior quando comparada ao tratamento controle após a 
inoculação e o ensaio de cinética (Figura 45). Já é sabido que a técnica do NMP com o uso de 
meios de cultivos semi-sólidos livres de nitrogênio é comumente utilizada para isolar e estimar 
a população de bactérias diazotróficas em diversas culturas (BALDANI et al, 2014). Apesar do 
meio semi-sólido NFb ter sido desenvolvido originalmente para Azospirillum, a estirpe de H. 

seropedicae utilizada neste trabalho também se desenvolve nele, sem prejuízos ao seu 
crescimento, não sendo assim possível discriminar a população de ambas as estirpes (ou outros 
diazotróficos) quando ele é utilizado. 

A partir daí, dentre as ferramentas conhecidas na área de biologia molecular capazes de 
quantificar microrganismo em amostras do tecido vegetal decidiu-se utilizar a qPCR. Essa 
técnica é considerada sensível, rápida e eficaz para monitorar e quantificar microrganismos em 
interação com plantas, mas é imprescindível o desenvolvimento de um primer (COUILLEROT 
et al., 2010; CUNHA et al., 2020; SØRENSEN et al., 2009). Para isso, utilizou-se par de primer 
estirpe-específico, para ambas as estirpes inoculadas neste trabalho, sendo possível identificá-
las e quantificá-las de forma independente.  
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Figura 45. Quantificação das bactérias pela técnica NMP presente nos tecidos de raiz das 

plantas de milho após a inoculação, antes da fome e após o ensaio de cinética com NO3
-. 

As colunas representam o valor médio e as barras representam o erro padrão de 3 
repetições. As letras acima das barras indicam diferenças significativas (p≤0,05). 

 
A quantificação das estirpes Ab-Sp245 e Hs-ZAE94 por qPCR nas raízes de plantas de 

milho inoculadas ou não com as respectivas estirpes pode ser observada na Figura 46 (a, b), 
respectivamente. Nota-se que em quase todas as coletas, os tratamentos inoculados com as 
estirpes alvos apresentaram número de células g-1 de massa fresca superior aos demais 
tratamentos, porém somente após o final do ensaio de cinética (Figura 46a), a população de Ab-
Sp245 foi igual ao tratamento inoculado com Hs-ZAE94, isto sugere que as condições 
experimentais relativas a estratégia para a indução do sistema de transporte de alta afinidade do 
NO3

- possa ter favorecido a população endógena nativa de Ab-Sp245 em plantas inoculadas 
com Hs-ZAE94, demonstrando uma maior competência daquela estirpe em função desta neste 
caso. 

Além disso, observa-se que a quantificação da estirpe de Hs-ZAE94 nas plantas controle 
cresce ao longo do experimento, cerca de 23%, comparando o log10 nº de cel g-1 de massa fresca 
logo após a inoculação e ao final do ensaio de cinética. Enquanto, que a população de Ab-Sp245 
praticamente se mantém, não mudando a ordem de grandeza neste mesmo tratamento. Um fato 
interessante é que ambas as estirpes alvos após o período de inanição (fome de N) reduzem as 
populações significativamente nos tratamentos inoculados com elas, porém se mantem no 
tratamento controle. Isso sugere que a inoculação ainda não está desassociada da fertilização 
nitrogenada em milho, ou seja, para um melhor estabelecimento das interações e que as 
populações inoculadas se mantenham mais altas faz-se necessário a presença de nitrogênio. 
Breda et al. (2016) verificaram efeito positivo na produtividade de milho inoculado com Hs-
ZAE94 somente em combinação com doses de N mineral. Morais et al. (2016) mostraram que 
a manutenção de nitrogênio garante maior produtividade milho mesmo na presença A. 

brasilense (Ab-V5 e Ab-V6) na região do Cerrado. Ademais, Alves et al. (2020) mostraram 
que a inoculação em milho com as mesmas estirpes utilizadas neste trabalho associada a uma 
dose de 100 kg ha-1 de N aumentou a produtividade. 
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a) b) 

  
Figura 46. Quantificação das bactérias Ab-Sp245 (a) e Hs-ZAE94 (b) pela técnica de qPCR 

presente nos tecidos de raiz das plantas de milho após a inoculação, antes e após a fome, e 
após o ensaio de cinética com NO3

-. As colunas representam o valor médio e as barras 
representam o erro padrão de 4 repetições. As letras acima das barras indicam diferenças 
significativas (p≤0,05). 

 
Couillerot at al. (2010b) verificou que a quantificação da população bacteriana da estirpe 

de CRT1 de A. lipoferum detectada na rizosfera de plantas de milho inoculadas via semente, 
em diferentes tipos de solo e casa de vegetação, variou de 4 a 6 log10 UFC g-1. Ainda, 
monitorando as estirpes UAP-154 e CFN-535 de A. brasilense foram observadas entorno de 6 
log10 UFC equivalentes por sistema radicular e 5 log10 UFC g-1 de raiz seca (COUILLEROT at 
al. 2010a). Nossos resultados mostraram quantidades semelhantes, para ambas as estirpes 
inoculadas em milho, conforme também quantificado por qPCR. 

Apesar de ter sido encontrada certa correlação entre os resultados através da técnica do 
NMP e qPCR, Couillerot at al. (2010b) aponta que a adição de DNA extraído do tecido de raiz 
na construção da curva-padrão pode aumentar o limite de detecção da quantificação da estirpe 
específica pela qPCR. Isso foi verificado por Soares (2020) em tecidos das raízes de braquiária 
em condição de campo e milho em casa de vegetação, onde as médias de quantificação para a 
curva padrão com tecido foram menores quando comparadas com a curva somente com DNA 
bacteriano. 
 
4.6.2 Acúmulo de biomassa e nitrogênio total 
 

O acúmulo de biomassa foi superior nas plantas inoculadas com a Hs-ZAE94 quando 
comparada aos demais tratamento após a fome e o ensaio de cinética (Figura 47b). O maior 
percentual deste acúmulo foi na parte aérea (Figura 47a), cerca de 80% para as duas coletas, 
essa relação se manteve próxima nos demais tratamentos, porém com significativa queda na 
massa seca total acumulada. O maior investimento no crescimento de parte aérea pelas plantas 
inoculadas com Hs-ZAE94 pode ter contribuído para a produção de fotoassimilados, essenciais 
para o desenvolvimento e produtividade. Breda et al. (2019b) também verificaram este mesmo 
cenário para plantas inoculadas com Hs-ZAE94 em hidroponia, porém com taxa de acúmulo na 
parte aérea de 56%. 

Na coleta antes da fome não houve diferença no acúmulo total de biomassa entre os 
tratamentos, só foram encontradas diferenças significativas para massa seca de raiz, sendo os 
ganhos do tratamento inoculado com Hs-ZAE94 de 25 e 22% quando comparado ao controle e 
Ab-Sp245, respectivamente, dados estes que corroboram com os resultados encontrados para 
morfologia de raízes. A inoculação com esta mesma estirpe de H. seropedicae tem sido alvo de 
diversas pesquisas e tem demonstrado incrementos significativos no acúmulo de massa seca de 
raízes e parte aérea em plantas de milho (Breda et al. 2019b; ARAÚJO et al., 2013; ARAÚJO 
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et al., 2015). Alves et al. (2015) mostraram que plantas de milho inoculadas com ela 
aumentaram em 34% o rendimento em condição de campo, dependendo do genótipo, e ainda 
revelou 37% de contribuição de FBN para mesmo híbrido utilizado neste trabalho. 

A razão raiz/parte aérea foi maior para a Hs-ZAE94 antes da fome, demonstrando que 
mesmo sob a presença de N suficiente, a inoculação desta estirpe foi mais eficiente para 
proporcionar um maior crescimento radicular (Figura 47c). A mudança de condição 
experimental sob N suficiente para privação total deste nutriente alterou a relação raiz:parte 
aérea, o que já era esperado uma vez que as plantas tendem a alocar mais biomassa para o órgão 
a capturar o recurso limitante de acordo com o conceito de equilíbrio funcional (BROUWER, 
1983). As plantas inoculadas com a Ab-Sp245 aumentaram seu sistema radicular quando 
submetidas a 72 h de privação de N, seguido do ressuprimento com NO3

-, quando comparado 
ao controle não inoculado, ou seja, as raízes deste cresceram proporcionalmente menos que a 
parte aérea e isso pode comprometer a capacidade de absorção de nutrientes. Esse maior 
investimento em biomassa de raiz em condições limitantes além de demonstrar resposta ao 
estresse nutricional resulta em maior capacidade de absorção de nutrientes. 
 
a) 

 
b) c) 

  
Figura 47. Massa seca acumulada, da parte aérea e das raízes das plantas antes da fome 

(15DAT), após fome (18DAT) e após cinética (18DAT) e razão raiz/parte aérea. As colunas 
representam o valor médio e as barras representam o erro padrão de 4 repetições. As letras 
acima das barras indicam diferenças significativas (p≤0,05). 

 
O tratamento inoculado com Hs-ZAE94 acumulou mais N na raiz na coleta antes da 

fome, cerca de 21 e 17% quando comparado ao tratamento controle e Ab-Sp245, 



 

81 
 

respectivamente (Figura 48a). Por outro, este comportamento não foi observado na parte aérea 
e no N total acumulado nessa mesma coleta (Figura 48a e b). Ainda assim, as plantas inoculadas 
com essa mesma estirpe acumularam mais N total quando compara ao controle nas demais 
coleta, sendo similar ao tratamento com Ab-Sp245 após o ensaio de cinética (Figura 48b). 
Araújo et al. (2013) e Alves et al. (2015) também encontraram maior acúmulo de N para as 
plantas de milho inoculadas com H. seropedicae. O aumento do teor de N em plantas inoculadas 
com bactérias dizotróficas pode ser resultado tanto da FBN quanto dos mecanismos de 
promoção de crescimento, que podem maximizar a capacidade das plantas em absorver 
nutrientes (DOBBELAERE et al., 2001). 

Ainda, ao final do ensaio de cinética as plantas inoculadas com Hs-ZAE94 apresentaram 
maior área foliar (Figura 48c), 35 e 24% de aumento com relação ao controle e Ab-Sp245, 
respectivamente, esses dados corroboram com o maior acúmulo de biomassa encontrado. O 
desenvolvimento de área foliar é considerado um importante preditor na produção agrícola para 
potencializar a intercepção de radiação solar e alcançar altas produtividades da cultura 
(SINCLAIR et al. 2004). Cunha et al. (2014) e Mumbach et al. (2017) não abservaram 
diferenças na área foliar de plantas de milho inoculadas com A. brasilense assim como este 
estudo. 

O índice de clorofila nas folhas foi superior para as plantas inoculadas com ambas as 
estirpes (Figura 48d), cerca de 32% em relação ao controle, este parâmetro é considerado um 
importante indicativo da nutrição nitrogenada e foi ao encontro dos dados de acúmulo de N 
para a mesma coleta. Barassi et al. (2008) relataram que as plantas inoculadas com Azospirillum 

apresentaram melhoria em parâmetros fotossintéticos das folhas, como o teor de clorofila, assim 
como Bashan et al. (2006) que observaram incrementos em vários pigmentos fotossintéticos 
dentre eles a clorofila a e b. Especialmente em milho esse maior teor de clorofila foi encontrado 
nas plantas inoculadas com A. brasilense (JORDÃO et al. 2010; KAPPES et al. 2013; 
QUADROS et al. 2014). Galindo et al. (2016) também constatram maiores índices de clorofila 
foliar em plantas de milho inoculadas com duas estirpes de A. brasilense em duas safras 
consecutivas. Daughtry at al. (2000) encontraram boa correlação entre a área foliar e a 
concentração de clorofila nas folhas de milho, demonstrando sua relação com a absorção de luz 
e nutrientes. A correlação de pearson entre essas duas variáveis encontrada aqui foi 0,49, porém 
não significativa. 
 
  



 

82 
 

a) 

 
b) c) 

d)  

 
 

Figura 48. Nitrogênio total, da parte aérea e das raízes das plantas de milho antes da fome (15 
DAT), após fome (18 DAT) e após cinética (18 DAT). A área foliar e ICF aos 18 DAT. As 
colunas representam o valor médio e as barras representam o erro padrão de 4 repetições. 
As letras acima das barras indicam diferenças significativas (p≤0,05). 

 
4.6.3 Atividade enzimática da GS 
 

Na coleta antes da fome, ocasião em que as plantas estavam supridas com 2,0 mM de 
N, a aGS foi maior nas raízes das plantas inoculadas com ambas as estirpes (Figura 49), sendo 
os tratamentos com Ab-Sp245 e Hs-ZAE94 aumentaram em 109 e 64%, respectivamente, a 
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atividade quando comparadas ao tratamento controle. Trabalhos anteriores demonstraram a 
existência de correlação positiva entre a inoculação com Azospirillum e a atividade da GS nas 
raízes de plantas de milho (MACHADO et al., 1998; RIBAUDO et al. 2001). Além disso, 
Ribaudo et al. (2006) relataram que a atividade da GS foi mais evidente nas raízes do que nas 
folhas de plantas de milho inoculadas com H. seropedicae, cerca de 3 vezes superior quando 
comparado ao tratamento controle, comportamento também observado no experimento I para 
as plantas cultivadas sob baixo N. 

A segunda coleta ocorreu após 72 h da retirada de N da solução nutritiva (após fome), 
nessa circunstância é possível observar uma redução significativa na aGS de todos os 
tratamentos. As plantas inoculadas com Ab-Sp245 reduziram em 50% a aGS em comparação a 
coleta anterior, mas apesar disso se manteve superior aos demais tratamentos. Santos et al. 
(2019) observaram maior atividade da GS somente nas folhas de cana-de-açúcar inoculada com 
bactérias diazotróficas, tanto em condição de alto N quanto após 72 h de privação de N na 
solução nutritiva e nenhuma diferença foi encontrada nas raízes. Canellas et al. (2013) também 
não observaram mudanças na aGS em raízes de plantas de milho inoculadas com H. 

seropedicae, inclusive não ocorreu nenhum estímulo significativo em todos os demais 
tratamentos que estavam associados a inoculação com essa bactéria. 

Após este período de inanição com N, as plantas foram suprimidas novamente com este 
nutriente, porém com concentração baixa (0,5 mM) na forma de N-NO3

-. Nessas condições, a 
aGS foi afetada, as plantas inoculadas com Ab-Sp245 reduziram em 65% sua atividade e não 
diferiram na primeira hora, mas após 2 e 4 h as plantas inoculadas se mantém com aGS mais 
alta que o controle. Ao final do ensaio de cinética, as plantas inoculadas com Hs-ZAE94 tiveram 
a aGS 46% mais baixa que os demais tratamentos. Essa maior aGS sob baixo suprimento de N 
é um indicativo de que está ocorrendo maior produção de amônio, mas vale ressaltar que 
garantir a atividade da GS mais alta, nessas condições, ajuda a manter as concentrações de 
amônio nas células mais baixas para evitar seus efeitos tóxicos (LOTHIER et al., 2011). Ainda, 
de acordo com YI-BO et al. (2010), a maior atividade da GS contribui para o melhor 
desenvolvimento em condições de baixo suprimento de N. 

Em plantas, a GS é uma enzima chave responsável por catalisar a reação entre amônio 
e glutamato para a formação de glutamina, com gasto de ATP. Dessa forma, a síntese de 
glutamina pela GS é considerada base de sustentação da produtividade das plantas e por este 
motivo é comparável a nível de importância com a ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase 
(rubisco) (UNNO et al., 2006; BUCHANAN et al., 2000). A seleção de genótipos de milho é 
baseada na menor acumulação de NH4

+ livre no tecido, uma vez que o mesmo se torna tóxico 
em altos níveis, e na maior atividade da enzima GS no tecido verde da planta, indicando que 
aGS pode ser um bom parâmetro para selecionar genótipos responsivos a aplicação de N 
(BREDEMEIER & MUNDSTOCK, 2000). Correlações significativas também foram 
encontradas entre a aGS e características agronômicas em plantas de milho, como a produção 
e peso de grãos (MACHADO et al., 1992; HIREL et al., 2001). Magalhães & Machado (1995) 
indicaram que a determinação da atividade desta enzima pode ser utilizada como um parâmetro 
auxiliar na seleção de genótipos mais eficientes na utilização de N. Nesse contexto, a inoculação 
com bactérias diazotróficas pode auxiliar as plantas através de mecanismo de regulação de N 
na maximização de benefícios para a produção agrícola (CARVALHO et al., 2014). 
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Figura 49. Atividade da enzima glutamina sintetase nas raízes das plantas de milho antes da 

fome (15 DAT), após fome (18 DAT) e após o ressuprimento com nitrogênio. As colunas 
representam o valor médio e as barras representam o erro padrão de 4 repetições. As letras 
acima das barras indicam diferenças significativas (p≤0,05). 

 
4.6.4 Análise de metabólitos solúveis 
 

Os teores das frações nitrogenadas (NO3
-, NH4

+, N-amino) e açúcares solúveis totais 
foram estimados nas folhas e raízes das plantas de milho (Figuras 50a, b, c, d). Na coleta antes 
da fome, quando as plantas estavam supridas com 2,0 mM de N, o tratamento inoculado com 
Ab-Sp245 apresentou maiores teores de NO3

- tanto nas folhas quanto nas raízes quando 
comparado aos demais tratamentos, com aumento entorno de 65% (Figura 50a). Com 72 h sem 
N na solução nutritiva (após a fome), observa-se que os níveis de NO3

- decresceram 
drasticamente, onde o controle manteve valores similares ao inoculado com Hs-ZAE94, e 
diferindo do inoculado com Ab-Sp245 nas raízes, essa característica pode ser uma resposta 
adaptativa das plantas inoculadas com Ab-Sp245 a ambientes com baixo ou transitório 
suprimento de N. Após o ressuprimento com 0,5 mM de NO3

- observa-se um aumento gradativo 
nos teores deste íon nas raízes quando comparado as folhas de todos os tratamentos, sendo esses 
teores superiores nas plantas inoculadas com ambas as estirpes após 6 h. Hirel at al. (2001) 
demonstraram que o aumento da produtividade de genótipos de milho foi devido a sua 
habilidade em acumular NO3

- em suas folhas durante o crescimento vegetativo. Os dados 
encontrados nesse experimento demonstram o potencial das plantas inoculadas com Ab-Sp245 
em acumular este íon para posterior utilização. 

As diferenças nos teores de NH4
+ verificadas antes da fome, foram encontradas nas 

raízes das plantas inoculadas com Hs-ZAE94 que apresentaram os menores valores e diferiram 
do tratamento controle, estes dados estão de acordo com as diferenças encontradas na atividade 
da GS entre esses mesmos tratamentos. Quando observamos os valores médios dos tratamentos, 
os teores de NH4

+ foram superiores nas folhas quando comparado as raízes ao longo de toda 
avaliação, isso sugere que nessas condições a assimilação do N ocorra de forma preferencial 
nas folhas (Figura 50b). Após o período de fome nenhuma diferença foi encontrada entre os 
tratamentos, esse mesmo comportamento foi observado por Breda et al. (2019b) nas plantas de 
milho submetidas ao esgotamento de N e inoculadas com as mesmas estirpes deste trabalho. A 
redução no teor de NH4

+ apresentada pelas plantas inoculadas com Ab-Sp245 associada ao 
maior teor de NO3

- nas raízes após 6 h do ressuprimento é um indicativo que parte deste NO3
- 

foi direcionado ao vacúolo. Para o tratamento com Hs-ZAE94 os maiores teores de NH4
+ 

apresentados nessas condições podem estar associados a menor aGS conforme já verificado. 
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Os teores de N-amino não foram afetados pela inoculação na coleta antes da fome 
(Figura 50c). No experimento I foi verificado que a inoculação com as mesmas estirpes reduziu 
o teor de N-amino nas folhas das plantas de milho submetidas a dose constante de 3,0mM de 
N. Nota-se que após o período de fome, mesmo com a falta externa de N, os níveis de N-amino 
não sofreram drásticas reduções, indicando que a fim de manter uma homeostase metabólica as 
plantas devem ter remobilizado o NO3

- acumulado nos vacúolos, e que através da ação das 
enzimas de assimilação de N mantiveram os teores de N-amino, mas sem diferenças 
significativas. Santos et al. (2005) observaram essa mesma situação para plantas de arroz após 
a privação de fonte de N na solução nutritiva. Por outro lado, Breda et al. (2019b) notaram 
considerável decréscimo nos teores de N-amino nas plantas de milho que passaram por período 
de restrição de N, mas ainda assim diferenças significativas não foram encontradas para plantas 
inoculadas com as mesmas estirpes deste trabalho. Nota-se que após o ressuprimento com NO3

- 
há um aumento gradativo nos teores de N-amino tanto nas folhas quanto nas raízes. Após 2 h 
as plantas inoculadas com Hs-ZAE94 apresentaram teores de N-amino nas folhas 40% 
superiores ao tratamento controle. De acordo com Miller et al. (2004), a maior atividade da GS 
poderia resultar em um acúmulo de N-amino nos tecidos, principalmente glutamina e 
glutamato. Neste caso o tratamento com Hs-ZAE94 apresentou maior aGS nas raízes, o que 
pode sugerir que houve uma translocação do N assimilado nas raízes para a folhas, o que 
explicaria os maiores teores de N-amino encontrados nesse órgão. Além da aGS nas raízes desse 
mesmo tratamento, foi analisada a expressão relativa de 3 isoformas de GS encontradas em 
milho, e em duas isoformas (GS1.1 e GS2) houve o aumento da expressão nesse mesmo 
período. 

Os teores de açúcares foram afetados pela inoculação com Ab-Sp245 após o período de 
fome, apresentando redução de 30 e 67% nas folhas e raízes, respectivamente, quando 
comparado ao controle não inoculado (Figura 50d). Essa redução nos teores de açúcares com o 
aumento dos teores de NO3

- já era esperado, pois o aumento deste possivelmente aumentou o 
consumo de esqueleto de carbono usado para a assimilação do N levando então as reduções dos 
teores de açúcares (SANTOS et al., 2005). Em contrapartida, Breda et al. (2019) não 
observaram mudanças nos teores de açúcares nas folhas nem nas raízes das plantas de milho 
inoculadas com Ab-Sp245 nessa mesma condição de crescimento, o mesmo foi observado para 
cana-de-açúcar inoculada com um mix de 5 bactérias diazotróficas (SANTOS et al., 2019). 
Após 6 h do ressuprimento com NO3

- novamente os teores de açúcares foram menores para as 
plantas inoculadas com Ab-Sp245, indicando que esses resultados podem estar associados a 
intensa absorção de NO3

- pelas plantas inoculadas com essa estirpe. 
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a) 

 
b) 

 
 
Continua na próxima página a Figura 50... 
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Continuação da Figura 50. 
c) 

 
d) 

 
Figura 50. Teores de NO3

- (a), NH4
+ (b), N-amino (c) e açúcares solúveis (d) nas folhas e raízes 

das plantas de milho inoculadas ou não com Ab-Sp245 e Hs-ZAE94 antes e após a fome e 
após o ressuprimento com nitrogênio. As colunas representam o valor médio e as barras 
representam o erro padrão de 4 repetições. As letras acima das barras indicam diferenças 
significativas (p≤0,05). 

 
4.6.5 Cinética de absorção de NO3- 
 

A depleção de NO3
- foi monitorada ao longo do tempo na solução nutritiva (Figura 51). 

As plantas inoculadas com Ab-Sp245 mostraram maior captação de NO3
- a partir de 2,5 h após 

o seu ressuprimento, dados estes que corroboram com os valores de Vmax encontrados (Tabela 
7). Esses dados podem estar associados a maior massa seca e volume de raiz encontrados nesse 
tratamento ao final do ensaio quando comparado ao controle. Mantelin e Touraine (2004) 
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ressaltam que a inoculação com BPCP pode aumentar a capacidade de absorção de NO3
-, 

indiretamente como consequência do desenvolvimento radicular e, possivelmente, de forma 
direta pela estimulação do sistema de transporte. Cassán et al. (2020) também apontam que o 
estímulo do crescimento de raiz proporcionado pela inoculação com Azospirillum induz ao 
aumento de aquisição de N mas também água e outros nutrientes. 

Por outro lado, as plantas inoculadas com Hs-ZAE94 não diferiram do controle em 
nenhum dos tempos analisados, mesmo com mudanças notáveis nos parâmetros radiculares. 
Apesar da correlação entre a absorção de N e a arquitetura radicular já ter sido demonstrada, 
provavelmente além deste outros mecanismos podem estar envolvidos na promoção da 
captação de N pela planta durante interações com bactérias diazotróficas (COQUE et al., 2008; 
CARVALHO et al., 2014). 
 

 
 

Figura 51. Análise da depleção de nitrato na solução nutritiva durante 6 h após a troca da 
solução. As barras representam o erro padrão de 4 repetições e * difere em p≤0,05. Para 
todos os pontos que diferiram: Controle- b; Ab-Sp245-a; Hs-ZAE94- b. 

 
Os parâmetros cinéticos utilizados para a avaliação da absorção de NO3

- nas plantas 
foram Vmax, Km e α (Tabela 7). As plantas inoculadas com Ab-Sp245 apresentaram maior 
Vmax quando submetidas ao ressuprimento de NO3

- em relação ao tratamento controle, 
indicando que sob baixa disponibilidade deste íon elas apresentam maior velocidade de 
absorção. Entende-se que a Vmax representa a velocidade máxima de transporte de um 
nutriente quando todos os sítios de transporte estão carregados e está relacionada então há uma 
maior quantidade de transportadores atuando na absorção; já a constante de Michaelis-Menten 
(Km) representa a afinidade do transportador iônico pelo íon a ser transportado, quanto menor 
o Km maior é a afinidade (FERNANDES, SOUZA & SANTOS, 2018). Enquanto, α é dado a 
partir da relação entre Vmax e Km e fornece uma visão integrada da absorção de nutrientes, 
onde valores mais altos representam parâmetros cinéticos mais favoráveis (PEREIRA et al., 
2021). Ainda, quanto maior for α maior será a taxa de absorção por unidade de raiz em 
concentrações muito baixas de determinado nutriente em solução (MARSCHNER, 1995). De 
maneira geral, não foram observadas alterações nos valores de Km e α nos tratamentos 
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avaliados, apenas uma tendência de menor Km para o tratamento controle e maior α para o 
tratamento inoculado com Ab-Sp245. Fernandes, Souza & Santos (2018) apontam que plantas 
melhoradas possuem maior capacidade de absorção de íons e por isso apresentam maior Vmax, 
mas que, no entanto, plantas mais rústicas possuem sítios de absorção mais eficientes, ou seja, 
com menor Km. Porém, o cenário desejável do ponto de vista de adaptabilidade das plantas 
seria, elevados valores de Vmax associados a baixos valores de Km, desta forma sugerindo 
maior capacidade de absorção e eficiência do uso de N (ROCHA et al., 2014). 
 
Tabela 7. Cinética de absorção de nitrato em plantas de milho inoculadas com bactérias 

diazotróficas. 

Tratamento Km (µmol L-1) Vmax (µmol g-1h-1) 
α (Vmax/Km) 

(L g-1h-1) 
Controle 89,26 3,94   b 0,044 

Ab-Sp245 106,94 5,85   a 0,060 
Hs-ZAE94 92,22 4,63   ab 0,051 

As letras entre linhas indicam diferenças significativas (p≤0,05). Valores médios de 4 
repetições. 
 
4.6.6 Avaliação dos parâmetros radiculares 
 

Os resultados dos parâmetros radiculares obtidos ao final do ensaio de cinética a partir 
do software WinRHIZO™ Pro são demonstrados na Figura 52. O comprimento, a área 
superficial e de projeção assim como o volume de raízes foram significativamente maiores para 
as plantas inoculadas com Hs-ZAE94 quando comparados com o tratamento controle, sendo o 
maior incremento observado para o volume radicular (26%). As plantas inoculadas com Ab-
Sp245 embora similar ao controle, também aumentaram seu sistema radicular, tal observação 
foi acompanhada do aumento na biomassa de raiz em detrimento da parte aérea conforme 
observado pela razão raiz/PA e biomassa total nos diferentes órgãos. Pii et al. (2019) avaliaram 
a morfologia de raiz das plantas de milho inoculadas com A. brasilense, e verificaram que a 
inoculação proporcionou aumento no comprimento total e na área superficial o que refletiu em 
ganhos de biomassa de raiz. Por outro lado, a inoculação não modificou os parâmetros diâmetro 
médio e o número de pontas mesmo quando na presença de NO3

-. Os autores sugeriram que 
tanto a presença de NO3

- quanto da bactéria induziram, preferencialmente, o alongamento de 
raízes secundárias pré-existentes, ao invés de induzir a emissão de novas raízes laterais. 
Igualmente nesse experimento, não foram observadas diferenças nos parâmetros diâmetro 
médio e número de pontas em função da inoculação com ambas as estirpes. Por outro lado, 
Alves et al. (2021) mostraram que a inoculação com Hs-ZAE94 proporcionaram 20% de 
incremento no diâmetro médio das raízes de plantas de milho em hidroponia, mas no número 
de pontas e bifurcações houve uma redução quando comparado ao controle. Esses mesmos 
autores observaram que dentre os oito parâmetros radiculares também avaliados pelo software 
WinRHIZO™, o volume foi o que proporcionou o maior incremento (25%), resultado similar 
ao encontrado nesse estudo. Como já mencionado, as mudanças na arquitetura radicular 
mediadas pela inoculação com BPCP tem sido apontada principalmente pela capacidade desses 
microrganismos em sintetizar e excretar fitohormônios. 
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Continua na próxima página a Figura 52... 
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Continuação da Figura 52. 

 
Figura 52. Arquitetura das raízes analisadas pelo software WinRHIZO Pro ™ de plantas de 

milho inoculadas ou não com Ab-Sp245 e Hs-ZAE94 após ressuprimento com NO3
-. As 

colunas representam o valor médio e as barras representam o erro padrão de 4 repetições. 
As letras acima das barras indicam diferenças significativas (p≤0,05). 

 
4.6.7 Expressão das isoformas de PM H+- ATPases, transportadores de nitrato de alta 
afinidade e enzimas do ciclo de N nas raízes 
 

Entre os transportadores de alta afinidade de NO3
- o que apresentou menor expressão 

nas plantas inoculadas com ambas as estirpes quando o suprimento de N era de 2,0 mM (antes 
da fome) foi o ZmNRT2.3 (Figura 53). Após o período de restrição de N mudanças só foram 
encontradas na expressão do ZmNRT2.5, onde as plantas referentes ao tratamento controle 
apresentaram níveis de expressão 11% mais alta que as plantas inoculadas com Hs-ZAE94, mas 
não diferiram das inoculadas com Ab-Sp245. Por outro lado, Hardoim et al. (2019) verificaram 
que a expressão de ZmNRT2.5 foi reprimida quando as plantas de milho foram inoculadas com 
Ab-Sp245. Já foi relatado, que este transportador desempenha um papel essencial na aquisição 
e remobilização de NO3

- em plantas adultas sob severa privação de N, sendo sua expressão 
induzida nessa ocasião, e este se torna o transcrito mais abundante entre os membros da família 
NRT2 tanto nas raízes quanto nas folhas (LEZHNEVA et al., 2014). Ademais, a expressão deste 
transportador foi detectada em todas as condições de cultivo, sob restrição e suprimento de N, 
ao contrário de Garnett et al. (2013) que só observaram sua expressão quando as plantas de 
milho foram cultivadas com 0,5 mM de NO3

-. Somente após 2 h da indução do sistema de 
transporte de NO3

- as plantas inoculadas com Hs-ZAE94 foram capazes de aumentar a 
expressão de ZmNRT2.3 (ZmNAR2.1) e ZmNRT2.5 quando comparado ao controle, inclusive 
foi capaz de aumentar em 1,5 vezes a abundância de transcritos de ZmNRT2.3 quando 
comparada a coleta antes da fome.  

A expressão do ZmNRT3.1A não diferiu em nenhum dos tempos analisados neste 
trabalho e se manteve “constante” durante as estratégias de indução do sistema de transporte de 
NO3

- não alterando significativamente entre os tempos do período de ensaio. Garnett et al. 
(2013) encontraram níveis de transcrição para este transportador de 20 a 100 vezes menores 
quando comparado aos ZmNRT2.1 e ZmNRT2.2 para plantas de milho. Mas vale ressaltar, que 
dentre a família NRT3, Pii et al. (2016) encontram os maiores níveis de expressão para 
ZmNRT3.1A nas raízes de plantas de milho submetidas tanto a privação de N quanto a 0,25mM 
de NO3

-. Em plantas de milho inoculadas com bactérias diazotróficas, Hardoim et al. (2019) 
apontaram que a inoculação com A. baldaniorum e H. seropedicae induziram a expressão de 
ZmNRT3.1A. Em plantas superiores, os membros da família NRT2 são frequentemente co-
expressos com a proteína acessória NRT3, também conhecida por NAR2 (FAN et al., 2017; 
OKAMOTO et al. 2006; PII et al. 2016). Como já anteriormente apontado para Arabidopsis e 
arroz (FENG et al., 2011; ORSEL et al. 2006; SPERANDIO et al. 2011), Pii et al. (2016) 
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também sugerem que a absorção de NO3
- via ZmNRT2.1 em milho depende da interação com 

a proteína ZmNRT3.1A. 
Azevedo et al. (2019) observaram a expressão de dois transportadores de NO3

- em 
plantas de milho inoculadas ou não com H. seropedicae cultivadas em meio mínimo, e 
observaram que a inoculação reprimiu a expressão dos ZmNRT2.1 e ZmNRT1.1 quando 
comparada ao controle. O NRT2.1 é o principal componentes do HATS induzível em raízes de 
Arabidopsis, foi demonstrado que as plantas mutantes para NRT2.1 perderam mais 75% da 
capacidade de absorver NO3

- (LAUGIER et al., 2012). Pii et al. (2016) observaram níveis de 
expressão mais elevados para ZmNRT2.1 e ZmNRT2.2 dentre os HATS em plantas de milho. 
Sendo assim, sugere-se que outros transportadores de NO3

- sejam avaliados, inclusive o 
ZmNRT1.1, apontado como de dupla afinidade em Arabidopsis e que opera tanto em baixas 
como altas concentrações de NO3

- (LIU et al., 1999; FANG et al., 2021), para que possa ser 
melhor compreendida as suas funções e regulações na absorção de nitrato na presença de dessas 
bactérias. 
 

  

 
Figura 53. Expressão relativa dos genes que codificam para os transportadores de alta afinidade 

de nitrato em raízes de plantas de milho, antes e após a fome e 1, 2, 4 e 6 h após receberem 
0,5 mM de NO3

- (ensaio de cinética). As colunas representam o valor médio e as barras 
representam o erro padrão de 4 repetições. As letras acima das barras indicam diferenças 
significativas (p≤0,05). 

 
Em várias espécies de plantas, as PM H+-ATPases são codificadas por uma família 

multigênica, compreendendo 12 isoformas em Arabidopsis thaliana, 10 em Oryza sativa e Zea 

mays, 9 em Nicotiana plumbaginifolia e 8 em Vitis vinífera (PALMGREN, 2001; ARANGO et 
al., 2003; SPERANDIO et al., 2011; LANG et al., 2014; PII et al., 2014). Posteriormente no 
genoma de milho, 11 PM H+-ATPases foram identificadas, porém apenas duas isoformas 
(ZmHA2 e ZmHA4) entre as cincos expressas nas raízes mostraram modulações transcricional 
em resposta a indução de NO3

- (PII et al., 2016). A expressão destas isoformas de PM H+-
ATPase é apresentada na Figura 54. Não houve diferença na expressão relativa de ambas 
isoformas na maioria dos tempos analisados, somente após 1 h da indução do sistema de 
transporte de NO3

- onde as plantas inoculadas reduziram entorno de 20% a expressão da 
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isoforma ZmHA4. Pii et al. (2019) encontraram diferenças na expressão relativa dessa mesma 
isoforma após 8 h da indução do sistema de transporte de NO3

- em plantas inoculadas com A. 

brasilense, com expressão significativamente aumentada, porém após 24 h elas reduziram 
significativamente a expressão.  

Analisando a expressão de ambas isoformas, observa-se que a ZmHA2 sofre mais 
oscilações durante as diferentes estratégias metodológicas, aumentando após o ressuprimento 
com NO3

-, enquanto que a ZmHA4 mantém um padrão de expressão que não foi alterado diante 
das metodologias impostas. Pii et al. (2016) observaram que ZmHA2 foi a que mostrou os níveis 
mais altos de expressão nas raízes de milho diante de cinco isoformas e ainda exibiu uma 
indução significativamente superior após 4 h em resposta a indução com NO3

-, o mesmo 
comportamento foi observado para ZmHA4, porém com níveis de expressão 5 vezes menor. 
Frías et al. (1996) já haviam apontado ZmHA2 como a isoforma mais abundante em milho. Por 
outro lado, Santi et al. (2003) verificaram a indução na expressão das isoformas ZmHA3 e 
ZmHA4 em raízes de plantas de milho expostas a NO3

-, onde a máxima expressão dessas PM 
H+-ATPases ocorreram 2 h após o suprimento com N e que o aumento na atividade ocorreu 
após 6 h. Outro fato interessante foi que o maior crescimento de raízes laterais estava 
acompanhado da maior expressão da isoforma ZmHA4 em plantas de milho supridas com NO3

- 
(LIU et al., 2008). 

As PM H+-ATPases desempenham um papel central no metabolismo das plantas, pois 
sua atividade gera um gradiente de potencial eletroquímico nas membranas celulares, ou seja, 
um gradiente elétrico e um gradiente de prótons sendo este processo necessário para a ativação 
da translocação de espécies iônicas que é essencial no processo de nutrição mineral das plantas. 
Ademais, a sua atividade resulta na acidificação do apoplasto e promove o aumento da 
plasticidade da parede celular, de acordo com a teoria do crescimento ácido, contribuindo assim 
para a manutenção de diversos processos fisiológicos nas plantas (SZE, 1985; COSGROVE, 
2000; GAXIOLA et al. 2007; FERNANDES, SOUZA & SANTOS, 2018). Azevedo et al. 
(2019) observaram a expressão relativa da isoforma ZmHA1 em plantas de milho cultivadas em 
meio mínimo, e encontraram expressão seis vezes maior nas raízes das plantas inoculadas com 
H. seropedicae em relação ao controle, mas sem diferenças estatísticas. 
 

  
Figura 54. Expressão relativa das isoformas de PM H+-ATPase em raízes de plantas de milho 

inoculadas ou não, antes e após a fome e 1, 2, 4 e 6 h após receberem 0,5 mM de NO3
- 

(ensaio de cinética). As colunas representam o valor médio e as barras representam o erro 
padrão de 4 repetições. As letras acima das barras indicam diferenças significativas 
(p≤0,05). 

 
Antes da fome o tratamento controle apresentou maior expressão da isoforma ZmNR2 

quando comparado aos demais tratamentos, enquanto que a ZmNR1 só foi superior quando 
comparada ao tratamento Hs-ZAE94, esses dados corroboram com os menores valores de NO3

- 
encontrados nos tecidos de raízes para o mesmo tratamento nessa mesma coleta. 
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Após 72 h sem N na solução nutritiva nenhuma diferença significativa foi verificada, 
apenas uma pequena tendência de menor expressão para as plantas inoculadas com Hs-ZAE94 
(Figura 55). Logo, após a indução do sistema de transporte de NO3

- isso se confirmou, a 
expressão da ZmNR2 foi menor quando comparada ao controle não inoculado em todos os 
tempos amostrados. Para ZmNR1 o comportamento foi similar, porém, com diferenças 
encontradas apenas para 1 e 4 h, com um pico em 2 h mas que não diferiu significativamente. 
As plantas inoculadas com Ab-Sp245 mantiveram o mesmo comportamento observado para o 
controle não inoculado nos quatro tempos amostrados. De certa forma, assim como a literatura 
aponta e conforme já havia sido verificado em experimentos anteriores a maior atividade da 
NR nas plantas de milho não é na raiz e sim nas folhas, o que não se sabia era se a inoculação 
sob essas condições de privação e ressuprimento de N pudesse alterar essa dinâmica. A presença 
de expressão das isoformas de NR após o período de restrição de fonte de N, indicam que havia 
uma remobilização do NO3

- armazenado, uma vez que Cao et al. (2008) já haviam sinalizado 
que o principal fator que regula a indução da NR é a presença de NO3

-, mas outros fatores 
também desempenham papéis reguladores como a luz, níveis de CO2, citocininas, metabólitos 
nitrogenados como a glutamina e carbono (CRAWFORD, 1995). Hardoim et al. (2019) 
observaram a indução transcricional dos genes que codificam a nitrato redutase (NR) e nitrito 
redutase (NiR) nas plantas de milho inoculadas com H. seropedicae e A. brasilense, 
respectivamente. Pereira-Defilippi et al. (2017) observaram que a inoculação com A. brasilense 
levou ao aumento na expressão dos transcritos de ZmNR1 em plantas de milho, mas isso foi 
dependente do genótipo e da maneira como a adubação nitrogenada foi aplicada. Esses autores 
observaram que a expressão foi induzida nas folhas de dois híbridos inoculados via semente e 
sem adubação de cobertura, mas o mesmo não ocorreu para uma da variedade analisada. Com 
isso, entende-se que além dos fatores ambientais e fisiológicos supracitados os fatores genéticos 
também podem regular a expressão dos genes que codificam para NR.  
 

  
Figura 55. Expressão relativa das isoformas de NR em raízes de plantas de milho inoculadas 

ou não, antes e após a fome e 1, 2, 4 e 6 h após receberem 0,5 mM de NO3
- (ensaio de 

cinética). As colunas representam o valor médio e as barras representam o erro padrão de 
4 repetições. As letras acima das barras indicam diferenças significativas (p≤0,05). 

 
A expressão da isoforma ZmGS1.5 foi menor para as plantas inoculadas com ambas as 

estirpes na coleta antes da fome, ou seja, quando as plantas estavam com suprimento constante 
de 2,0 mM de N (Figura 56). O mesmo aconteceu para a isoforma ZmGS2 nessa mesma coleta, 
porém, as plantas inoculadas com Hs-ZAE94 foram similares ao controle. Após a fome, a 
inoculação não provocou mudanças na expressão dessas isoformas. Por outro lado, após o 
ressuprimento da fonte de N, observou-se que o aumento da expressão das isoformas ZmGS1.1 
e ZmGS2 estão correlacionados com o aumento de atividade da GS nas raízes de plantas 
inoculadas com Hs-ZAE94 após 2 h da indução do sistema de transporte de NO3

-. O mesmo 
não foi observado por Plett et al. (2016), onde nenhum dos padrões de abundância dos 
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transcritos de GS foram semelhantes aos padrões de atividade da enzima, tanto em folhas 
quanto raízes de milho ao longo do ciclo de vida. A dificuldade em se conectar informações 
metabólicas e de transcritos já havia sido descrita em milho e Arabidopsis (AMIOUR et al., 
2012; KRAPP et al., 2011). Ao final do ensaio de cinética (6 h) os dados de expressão de 
ZmGS1.1 foram maiores para as plantas controle e inoculadas com Ab-Sp245 assim como a 
aGS.  

Plett et al. (2016) analisando todas as isoformas de GS em milho, verificaram que quatro 
deles tiveram maior abundância de transcritos na raiz quando comparado as folhas, 
independente da dose de N (0,5 ou 2,5 mM de NO3

-), sendo os mais expressivos ZmGS1.1 e 
ZmGS1.5. Ainda, esses mesmos autores verificaram que ZmGS2 e ZmGS1-2 tiveram perfis de 
abundância de transcritos nas raízes de milho muito semelhantes entre dose de N, mas que 
houve uma redução significativa nas plantas cultivadas com 0,5 mM de NO3

- após 29 dias da 
germinação. Pereira-Defilippi et al. (2017) verificaram que a inoculação com A. brasilense 
induziu a expressão dos transcritos de ZmGS1-3 nas folhas de plantas de milho. 

Em milho foram encontradas 6 isoformas de GS, sendo elas citossólicas (GS1) e 
plastidial (GS2). Da família GS1 já foram identificados 5 genes (ZmGS1.1 a ZmGS1.5), entre 
eles ZmGS1.3 e ZmGS1.4 são altamente expressos em tecidos foliares e desempenham papéis 
essenciais na mediação da partição de N nas plantas (LI et al., 2021; MARTIN et al., 2006). 
Ademais, experimentos iniciais indicaram que os 5 genes citossólicos foram diferencialmente 
expressos além das folhas, nas raízes e colmos de milho (SAKAKIBARA et al., 1992; LI et al., 
1993). 

A expressão da isoforma de ZmNADH-GOGAT variou em função da disponibilidade 
de N, sendo mais baixa para as plantas inoculadas com Hs-ZAE94 quando as plantas estavam 
supridas com 2,0 mM de N, o que corrobora com os menores teores de N-amino para o mesmo 
órgão, embora sem diferenças estatísticas. Mas, após 4 e 6 h da indução do sistema de transporte 
de alta afinidade de NO3

- foi significativamente maior nas plantas inoculadas com Ab-Sp245, 
e esse comportamento explica o incremento de 7% nos teores de N-amino. A enzima glutamato 
sintase também conhecida como GOGAT (glutamina 2-oxoglutarato aminotransferase) está 
presente de duas formas nas plantas a depender do doador de elétrons (NADH ou ferredoxina 
reduzida) (VANONI et al., 2005). A Fd-GOGAT está localizada predominantemente nos 
cloroplastos foliares, enquanto a isoforma NADH-GOGAT está localizada, principalmente, em 
tecidos não fotossintetizantes, como as raízes (MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010). Em 
milho já foram identificadas quatro isoformas de GOGAT, a depender do doador de elétrons. 
E isso, foi constatado por Plett et al. (2016), onde as isoformas de GOGAT dependentes de 
NADH tiveram maior abundância de transcritos nas raízes do que nas folhas de plantas de 
milho, e o contrário ocorreu na isoforma dependente de ferredoxina apresentando maior 
abundância nas folhas. Esses mesmos autores, ainda observaram que os perfis de abundância 
entre as isoformas dependentes de NADH foram muito similares nas raízes das plantas de milho 
ao longo do ciclo de vida e não diferiram em relação a disponibilidade de N (0,5 ou 2,5 mM de 
NO3

-), o fato interessante é que elas seguiram comportamento similar ao ZmGS2 e ZmGS1-2 
conforme supracitado, reduzindo na dose baixa de N para o mesmo período analisado e não 
correspondendo ao perfil de atividade da enzima GOGAT. 

Pii et al. (2019) observaram maior expressão da ZmNADH-GOGAT nas raízes de 
plantas de milho inoculadas com A. brasilense após 8 h da indução do sistema de transporte de 
N com 0,25 mM de NO3

-. Por outro lado, Hardoim et al. (2019) observaram uma repressão na 
expressão da GOGAT em plantas de milho inoculadas com H. seropedicae. 
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Figura 56. Expressão relativa de isoformas de GS e GOGAT em raízes de plantas de milho 

inoculadas ou não, antes e após a fome e 1, 2, 4 e 6 h após receberem 0,5 mM de NO3
- 

(ensaio de cinética). As colunas representam o valor médio e as barras representam o erro 
padrão de 4 repetições. As letras acima das barras indicam diferenças significativas 
(p≤0,05). 

 
4.7 Considerações Sobre as Duas Espécies de Bactérias Diazotróficas que Tiveram 
Enfoque no Trabalho 
 

A. baldaniorum e H. seropedicae são duas espécies de bactérias diazotróficas 
pertencentes a gêneros distintos associadas a importantes culturas, como o milho, e através do 
processo de interação promovem o crescimento das plantas aumentando a sua produtividade. O 
sequenciamento e análises do genoma dessas espécies tem permitido observar o tamanho e 
revelar a organização dos genes, facilitando o seu conhecimento e possíveis explorações do 
ponto de vista biotecnológico (REIS et al., 2018). Embora haja diferenças no tamanho do 
genoma de ~ 2 Mb (Tabela 4), ambas possuem genoma considerado grande, e compartilham 
entre si diferentes características fisiológicas, como o complexo enzimático da nitrogenase e a 
capacidade de produzir e secretar diferentes fitohormônios como auxinas e giberilinas. Uma 
das principais diferenças apontadas na literatura é quanto ao padrão de colonização, enquanto 
A. baldaniorum é descrita como endofítica facultativa, a H. seropedicae é considerada um 
endófito obrigatório, sendo esta capaz de colonizar nichos específicos no interior dos tecidos 
vegetais, com a possibilidade de transferência mais eficiente dos compostos nitrogenados 
produzidos e ainda, de não sofrer limitações de substâncias ricas em carbono (OLIVARES et 
al., 1996). Assim também, a alta motilidade aliada à quimiotaxia positiva da A. baldaniorum 

para determinadas substâncias, como ácidos orgânicos, açúcares e aminoácidos, possivelmente, 
lhe conferem uma vantagem seletiva significativa na rizosfera, onde a disponibilidade de 
nutrientes é muitas das vezes limitada favorecendo a sua movimentação para zonas com maior 
exsudação radicular (BARAK, NUR & OKON, 1983; ZHULIN & ARMITAGE, 1993). A 
análise do perfil do transcriptoma de milho inoculados com essas espécies revelou um total de 
764 e 3.595 genes diferencialmente expressos para A. baldaniorum e H. seropedicae, 
respectivamente, enquanto 455 destes foram compartilhados por ambas (HARDOIM et al., 
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2019). Logo, embora as duas espécies possam compartilhar muitos mecanismos similares 
desencadeados durante o processo de interação, alguns destes são inerentes de cada 
microrganismo. 

Os resultados encontrados nesse trabalho mostraram um padrão de resposta distinto 
entre a inoculação de Ab-Sp245 e Hs-ZAE94 no genótipo de milho SHS5050, o que se deve 
não só as características intrínsecas de cada relação mutualística, mas também as condições 
ambientais impostas.  

Em sistema hidropônico na fase inicial de crescimento das plantas foi possível observar 
incrementos com ambas as estirpes para as variáveis associadas a biomassa e morfologia 
radicular independente da dose de N. No entanto, o que chamou atenção foi o comportamento 
oposto das estirpes, a Ab-Sp245 promoveu maiores incrementos na dose alta de N na maioria 
dos parâmetros avaliados quando comparado a dose baixa, exceto AF, enquanto a Hs-ZAE94 
quando esses percentuais de incrementos não estavam equiparados ele foi superior na dose 
baixa de N, isso principalmente associado a parâmetros de morfologia radicular (Figura 57). 
Esse comportamento mais pronunciado da inoculação com Ab-Sp245 sob dose alta de N nas 
fases iniciais de crescimento das plantas de milho se repetiu em hidroponia com os mesmos 
parâmetros avaliados (Figura 58). 
 

 

 
Figura 57. Incremento ou não observado em hidroponia sob dose contrastante de N. Incremento 

(%) = inoculado menos o controle. MSR, massa seca de raiz; MSPA, massa seca da parte 
aérea; AF, área foliar; EUN, eficiência do uso de N, N total, acúmulo de nitrogênio total; 
CT, comprimento total da raiz; CT (0-1,5 mm), comprimento total das raízes finas; Vol, 
volume total da raiz; Área Sup., área superficial da raiz. 
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Figura 58. Incremento ou não observado em hidroponia sob dose alta de N. Incremento (%) = 
inoculado menos o controle. MFR, massa fresca de raiz; MFPA, massa fresca da parte aéra; 
MSR, massa seca de raiz; MSPA, massa seca da parte aérea; N total, acúmulo de nitrogênio 
total; CT, comprimento total da raiz; CT (0-1,5 mm), comprimento total das raízes finas; 
CT (>1,5 mm), comprimento das raízes grossas; Vol, volume total da raiz; Área Sup., área 
superficial da raiz; Área proj., área de projeção da raiz; Diam, diâmetro médio das raízes. 

 
Ainda em hidroponia, quando as plantas foram submetidas a restrição de N por 72 h, 

ambas as estirpes incrementaram biomassa, especialmente na raiz, com destaque para a Hs-
ZAE94, sendo este o período de avaliação com maior percentual de incremento quando 
comparado aos demais (Figura 59). Além disso, antes e após o período de restrição de N quando 
as plantas estavam sob dose alta de N a Ab-Sp245 proporcionou maiores incrementos na aNR 
nas folhas, por outro lado a Hs-ZAE94 proporcionou maiores incrementos nos teores de NO3

-, 
NH4

+ e N-amino e menores nos teores de açúcares (Figura 59). Porém, avaliando a restrição de 
N pelo mesmo período supracitado com posterior ressuprimento com dose baixa de N (0,5 mM 
de NO3

-), foi possível observar maiores incrementos proporcionados pela Hs-ZAE94 na maioria 
dos parâmetros avaliados, mas a Ab-Sp245 também foi capaz de promover incrementos na 
biomassa radicular principalmente após este período de privação de N proporcionando maior 
razão raiz/parte aérea nessas condições (Figura 60). Vale ressaltar que embora pouca mudança 
na morfologia radicular tenha sido observada para Ab-Sp245, ainda assim ela foi mais eficiente 
na captação de NO3

-. 
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Figura 59. Incremento ou não observado em hidroponia com restrição de N por 72 h e 

ressuprimento com dose alta de N. Incremento (%) = inoculado menos o controle. MSR, 
massa seca de raiz; MSPA, massa seca da parte aérea; AF, área foliar; DC, diâmetro do 
colmo, N total, acúmulo de nitrogênio total; aNR, atividade da enzima nitrato redutase; CT, 
comprimento total da raiz; CT (0-1,5 mm), comprimento total das raízes finas; CT (>1,5 
mm), comprimento das raízes grossas; Vol, volume total da raiz; Área Sup., área superficial 
da raiz; Área proj., área de projeção da raiz; Diam, diâmetro médio das raízes. 
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Figura 60. Incremento ou não observado em hidroponia com restrição de N por 72 h e 

ressuprimento com dose baixa de N. Incremento (%) = inoculado menos o controle. MSR, 
massa seca de raiz; MSPA, massa seca da parte aérea; MST, massa seca total; N total, 
acúmulo de nitrogênio total; ICF, índice de clorofila Falker; AF, área foliar; aGS, atividade 
da enzima glutamina sintetase; CT, comprimento total da raiz; CT (0-1,5 mm), 
comprimento total das raízes finas; CT (>1,5 mm), comprimento das raízes grossas; Vol, 
volume total da raiz; Área Sup., área superficial da raiz; Área proj., área de projeção da 
raiz; Diam, diâmetro médio das raízes. 

 
Analogamente, quando o substrato areia e vermiculita foi utilizado o comportamento 

das estirpes também foi distinto, principalmente quando houve doses contrastantes de N, a Hs-
ZAE94 teve um bom desempenho no incremento de biomassa em ambas as doses de N no 
período mais longo de avaliação, enquanto com Ab-Sp245 os incrementos foram observados 
somente na dose baixa de N para o mesmo período (Figura 61). Quando a dose de N não foi um 
fator considerado a partir do mesmo substrato, a Hs-ZAE94 se diferenciou da Ab-Sp245 por 
proporcionar maiores incrementos na biomassa radicular em todas as coletas realizadas e 
acúmulo de N e biomassa total nas coletas iniciais (Figura 62). A Hs-ZAE94 também 
proporcionou maiores incrementos nos teores de NO3

-, NH4
+ e N-amino nas folhas das plantas 

quando comparada com Ab-Sp245. 
Houve uma tendência de melhor contribuição da inoculação com Hs-ZAE94 sob dose 

baixa de N em sistema hidropônico, enquanto Ab-Sp245 promoveu maiores incrementos na 
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dose alta de N para este mesmo sistema de cultivo. Quando o substrato areia e vermiculita foi 
utilizado a Hs-ZAE94 contribuiu de maneira positiva independente da dose de N. 
 

  
Figura 61. Incremento ou não observado em substrato areia e vermiculita sob doses 

contrastantes de N. Incremento (%) = inoculado menos o controle. MSR, massa seca de 
raiz; MSPA, massa seca da parte aérea. 

 
 

  

  
Figura 62. Incremento ou não observado em substrato areia e vermiculita. Incremento (%) = 

inoculado menos o controle. MSR, massa seca de raiz; MSPA, massa seca da parte aérea; 
MST, massa seca total; N total, acúmulo de nitrogênio total; DC, diâmetro do colmo; AF, 
área foliar; NF, número de folhas; aNR, atividade da enzima nitrato redutase. 

 
Convém, no entanto, apontar que a resposta à inoculaçao está condicionada a vários 

fatores e dentre eles o genótipo da planta desempenha um papel essencial nesse processo (REIS 
et al., 2000). Por isso avaliou-se a resposta do mesmo híbrido SHS5050 utilizados em todos os 
experimentos através de bioensaios, a partir da aplicação das duas densidades bacterianas, as 
mesmas aplicadas nos experimentos e a aplicação de AIA exógeno. 

No ensaio em que o número populacional do inoculante foi avaliado, observou-se que 
para Ab-Sp245 os maiores incrementos nos parâmetros de morfologia radicular resultaram com 
a população aplicada de 106 cel mL-1, enquanto para Hs-ZAE94 foi de 108 cel mL-1. 
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Ainda assim, a Hs-ZAE94 aceita uma maior amplitude da população aplicada, enquanto 
a Ab-Sp245 foi menos tolerante a essa população 100 vezes superior (Figura 63). O diâmetro 
médio das raízes foi o único parâmetro com redução para as populações inoculadas de Hs-
ZAE94, isso caracteriza-se como uma resposta positiva, pois raízes com menor diâmetro 
aumentam a superfície de contato com o solo e proporcionam uma maior exploração do mesmo. 
Por isso, um limite de células é essencial para a obtenção de resposta positiva da planta, por 
exemplo de 105 - 106 UFC mL-1 já foram descritas para Azospirillum (BASHAN, 1986; 
BASHAN et al., 2014). Além disso, as respostas ao estímulo destas populações também podem 
estar condicionadas a presença de compostos indólicos e outras substâncias produzidas por 
essas estirpes que foram exsudadas durante a sua multiplicação, uma vez em que foi aplicada a 
suspensão bacteriana e não somente as células ressuspensas. 
 

 
Figura 63. Incremento ou não observado nos parâmetros de morfologia radicular em função da 

densidade populacional aplicada. Incremento (%) = inoculado menos o controle. CT, 
comprimento total da raiz; CT (0-1,5 mm), comprimento total das raízes finas; Diam, 
diâmetro médio das raízes; Vol, volume total da raiz; Área Sup., área superficial da raiz. 

 
Já é sabido que ambas as espécies de bactérias utilizadas nesse trabalho são produtoras 

de AIA, e este pode estar envolvido em diversos processos relacionados principalmente à 
sinalização para o estabelecimento do processo de interação e grande influência na morfologia 
radicular, sendo apontado como um dos principais mecanismos envolvidos na promoção de 
crescimento por essas bactérias (CASSÁN et al., 2014). A síntese e a excreção de AIA por essas 
bactérias podem estimular o desenvolvimento do sistema radicular, contribuindo para melhor 
absorção de água e nutrientes pelas plantas, porém este estímulo ocorre dentro de uma faixa 
estreita de concentração, sendo os efeitos de indução da formação de raízes laterais e 
adventícias observados em concentrações nanomolares (WOODWARD & BARTEL, 2005). 
Conforme apontado na literatura, o padrão de maior produção de AIA está condicionado a 
presença de triptofano, nesse caso as estirpes foram capazes de produzir in vitro 12,26 e 200 µg 
mL-1 para Hs-ZAE94 e Ab-Sp245, respectivamente (ESTRADA et al. 2013; ONA et al., 2005). 

No ensaio de avaliação da aplicação de concentrações crescentes de AIA exógeno o 
híbrido de milho respondeu melhor a dose de 10-9 M de AIA, onde foi possível observar maior 
número de pontas quando comparado ao controle, ou seja, sem a presença do regulador vegetal 
(Figura 64). O número de pontas é um indicativo de emissão de raízes laterais, sendo assim, a 
melhora deste parâmetro também corresponde ao aumento do número de sítios de emergências 
das raízes laterais que podem fornecer pontos de entrada que facilitam a colonização dos tecidos 
internos pelas bactérias endofíticas. Ademais, trabalhos já demonstraram a importância de AIA 
bacteriano nas modificações radiculares quando a bactéria produtora estava associada à planta 
hospedeira, assim como resultados de experimentos com mutantes defectivos para a síntese de 
AIA que apoiam essa teoria (PATTEN & GLICK, 2002; SPAEPEN et al., 2014; BARBIERI et 
al., 1986; BARBIERI & GALLI, 1993; DOBBELAERE et al., 1999).  
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Figura 64. Morfologia radicular com aplicação crescente de doses de AIA. 
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5 CONCLUSÕES 
 

Com base nos resultados apresentados, foi possível concluir que a inoculação com a Ab-
Sp245 em hidroponia proporcionou maior plasticidade na morfologia radicular mesmo sob 
restrição de N, foi responsável pela maior absorção de macronutrientes, especialmente N, 
independente do ciclo de desenvolvimento e proporcionou uma maior EUN nas plantas 
cultivadas com baixo suprimento de N.  

 
Uma resposta mais intensa promovida pela Ab-Sp245 sob disponibilidade adequada de 

N foi observada nas mudanças de arquitetura radicular, acúmulo de biomassa e N total e na 
aNR nas folhas. Já a Hs-ZAE94 mostrou uma tendência de melhor contribuição na dose baixa 
de N para este mesmo sistema de cultivo, principalmente quando o período de restrição de N 
foi aplicado com posterior ressuprimento com dose baixa, ela promoveu maiores acúmulos de 
biomassa e N total, aumento da área foliar e da expressão relativa das isoformas de ZmNRT2.3, 
ZmNRT2.5,  ZmGS1.1 e ZmGS2 no tempo de 2 h, assim como a melhora dos principais 
parâmetros de morfologia radicular analisados. A inoculação com Hs-ZAE94 também 
promoveu aumento nos teores de NO3

-, NH4
+ e N-amino e menores teores de açúcares nas 

folhas das plantas de milho sob condições ideais de N, independente do substrato utilizado, 
sendo esses um bom indicativo do processo de assimilação de N. Todavia quando o substrato 
areia e vermiculita foi utilizado a Hs-ZAE94 contribuiu de maneira positiva em ambas as doses 
de N, ou seja, o substrato pode condicionar um melhor processo de interação dessa estirpe com 
o genótipo de milho utilizado independente da dose de N aplicada.  

 
De maneira geral, a inoculação com ambas as espécies de bactérias diazotróficas 

testadas promoveu o melhor desenvolvimento das plantas de milho em casa de vegetação por 
meio de alterações positivas na arquitetura radicular e no metabolismo de N, modificando a 
absorção, a assimilação e o acúmulo de N. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

A compreensão de como o milho reage ao processo de inoculação sob variada 
disponibilidade de N mineral, especialmente durante as primeiras semanas de crescimento, é 
uma estratégia para verificar se o processo de inoculação pode auxiliar a planta na aquisição de 
N, já que milhões de toneladas de fertilizante nitrogenados são aplicados em todo o mundo e 
menos de 50% dessas aplicações podem ser usados de forma eficiente pelas culturas. 

 
O efeito genotípico já é reconhecido e exerce um papel primordial no processo de 

interação, e por isso a resposta do genótipo de milho ao processo de inoculação com bactérias 
diazotróficas possibilita a seleção de estirpes eficientes para cada cenário de disponibilidade de 
nitrogênio de forma a poder conferir vantagens adaptativas às plantas.  

 
Ademais, o conhecimento dos mecanismos regulatórios envolvidos no processo de 

interação (planta-bactéria) também precisam ser melhor compreendidos, sobretudo os que 
atuam em vias moleculares e bioquímicas envolvidas no processo nutricional das plantas. Nesse 
sentido, abordagens genômicas como os estudos de transcriptomas por meio da técnica de 
RNA-Seq abrem novos caminhos na observação simultânea das mudanças no nível de 
expressão gênica de ambos os organismos durante este processo de interação. E, ajudam a 
entender de maneira mais ampla como a inoculação com bactérias diazotróficas pode afetar a 
aquisição, acúmulo, translocação e a remobilização de N em culturas de importância 
econômica, como o milho, representando uma ferramenta importante para o alcance de uma 
maior EUN e com isso potencializar os benefícios para a produção agrícola. Dessa forma, 
sugere-se que em estudos futuros este tipo de abordagem possa ser considerada, assim como o 
aprofundamento da conexão do metabolismo de carbono e N durante o processo de interação.  
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8 ANEXOS 
 
8.1 Meios de Cultura 
 
DYGS (RODRIGUES NETO et al., 1986) 
 

2,0 g de glicose 
2,0 g de ácido málico 
1,5 g de peptona bacteriológica 
2,0 g de estrato de levedura 
0,5 g de K2HPO4 
0,5 g de MgSO4.7H2O 
1,5 g de ácido glutâmico 

 
Composição referente a 1 L de meio preparado em água destilada, o ajuste de pH foi 

dependente da espécie: pH 6,8 para Azospirillum e pH 6,0 para Herbaspirillum. 
 
JNFb (DÖBEREINER et al., 1995) 
 

5,0 g de ácido málico 
0,6 g de K2HPO4 
1,8 g de KH2PO4 
0,2 g de MgSO4.7H2O 
0,1 g de NaCl 
0,02g de CaCl2.2H2O 
2,0 mL de solução de micronutrientes para meio de cultura 
2,0 mL de Azul de bromotimol (sol. 0,5% em 0,2 N de KOH) 
4,0 mL de solução FeEDTA (sol. 1,64%) 
1,0 mL de solução de vitaminas 
4,5 g de KOH 

 
O ajuste de pH foi para 5,8, composição referente a 1 L de meio preparado em água 

destilada. Proporção de ágar usado foi 1,6 e 15 g L-1 para semi-sólido e sólido, respectivamente. 
Para o meio sólido foi adicionado 20 mg de extrato de levedura para cada 1 L de meio de 
cultura, enquanto para o meio líquido foi adicionado 1 g de NH4Cl para cada 1 L de meio. 
 
NFb (DÖBEREINER et al., 1976) 
 

5,0 g de ácido málico 
0,5 g de K2HPO4 
0,2 g de MgSO4.7H2O 
0,1 g de NaCl 
0,02g de CaCl2.2H2O 
4,0 mL de solução FeEDTA (sol. 1,64%) 
2,0 mL de Azul de bromotimol (sol. 0,5% em 0,2 N de KOH) 
2,0 mL de solução de micronutrientes para meio de cultura 
1,0 mL de solução de vitaminas 
4,5 g de KOH 
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O ajuste de pH foi para 6,5, composição referente a 1 L de meio preparado em água 
destilada. Proporção de ágar usado foi 1,6 e 15 g L-1 para semi-sólido e sólido, respectivamente. 
Para o meio sólido foi adicionado 50 mg de extrato de levedura para cada 1 L de meio de 
cultura. 
 
8.2 Solução Salina para Diluição 
 

0,1 g de K2HPO4 
0,05 g de MgSO4.7H2O 
0,02 g de NaCl 
0,05g de CaCl2.2H2O 
1,0 mL de solução FeEDTA (sol. 1,64%) 
0,5 mL de solução de micronutrientes para meio de cultura 

 
O ajuste de pH foi para 6,5 com solução H2SO4 (5%), composição referente a 1 L de 

solução preparado em água destilada. 
 
8.3 Solução de Micronutrientes  
 

0,200 g de Na2MoO4.2 H2O 
0,235 g de MnSO4.H2O 
0,280 g de H3BO3 
0,008 g de CuSO4.5H2O 
0,024 g de ZnSO4.7H2O 

 
Composição referente a 200 mL de solução preparada com água destilada e mantida sob 

refrigeração. 
 
8.4 Solução de Vitaminas (DÖBEREINER et al., 1995) 
 

0,01 g de Biotina 
0,02 g de Piridoxol – HCl 

 
Composição referente a 100 mL de solução preparada com água destilada e mantida sob 

refrigeração. 
 


