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RESUMO 

 

 

 

SILVA JÚNIOR, José do Bonfim Freire, M.Sc., Universidade Estadual do Norte 
Fluminense Darcy Ribeiro, fevereiro de 2008, Interação milho-Herbaspirillum 
seropedicae: seleção de estirpes, resposta fisiológica e promoção do crescimento 
em genótipos submetidos à seca. Professor Orientador: Jurandi Gonçalves de 
Oliveira. Professores Conselheiros: Fábio Lopes Olivares e Rosana Rodrigues. 
 

Dentre as principais características das plantas de interesse agronômico 

necessárias para o melhoramento genético destacam-se a alta produtividade e a 

resistência a fitopatógenos e às pragas agrícolas. As bactérias diazotróficas 

endofíticas, além de poderem conferir essas características a sua planta 

hospedeira, conferem também resistência a condições de estresse, alterações 

nas condições fisiológicas, fixação biológica de nitrogênio atmosférico, suprimento 

de nutrientes, síntese de fitormônios, entre outros. Este trabalho teve como 

objetivos selecionar estirpes da bactéria diazotrófica endofítica Herbaspirillum 

seropedicae que tenham potencial para a promoção de crescimento na cultura do 

milho (Zea mays) e, posteriormente, avaliar a sua interação com três genótipos 

distintos de milho submetidos à seca. Inicialmente, sete estirpes isoladas de milho 

e uma estirpe padrão isolada de arroz (Oryza sativa) foram crescidas em meio de 

cultivo específico e aplicadas direta e individualmente sobre sementes de milho 

híbrido UENF 506-8. A partir da análise das respostas morfoagronômicas das 

plantas a essas inoculações, observaram-se diferenças entre as estirpes. A 

estirpe denominada HIII206a obteve os melhores resultados na associação, 

enquanto a estirpe denominada HIII313d não demonstrou nenhum resultado 



 
 

 
 

ix

expressivo. Posteriormente, o potencial da estirpe HIII206a foi avaliado em três 

genótipos de milho com níveis distintos de resistência à seca, denominados 

Composto Braquítico Caboclo (resistente), Composto Tripsacóide (intermediário) 

e UENF 506-8 (sensível), cultivados a partir de sementes. O experimento foi 

desenvolvido no período de maio a julho de 2007, em casa de vegetação, 

seguindo-se um delineamento experimental inteiramente casualisado constituído 

pelo fatorial 3x2x2 (três genótipos, com e sem estresse, na ausência ou presença 

da bactéria), com 11 repetições por tratamento. Durante a indução da seca – 39° 

ao 54º dia após a germinação – foram monitoradas as variáveis: taxa de 

assimilação líquida de CO2 (A); condutância estomática (gs); taxa de transpiração 

(E); concentração intracelular de CO2 (Ci); rendimento quântico máximo do 

fotossistema II (Fv/Fm); rendimento quântico efetivo do fotossistema II (ФPSII); 

quenching fotoquímico (qP); quenching não-fotoquímico (NPQ); potencial da água 

(ψa); altura da planta e o diâmetro do caule. Terminado o período de indução de 

seca (15 dias após o seu início), as plantas foram colhidas sendo analisadas as 

variáveis morfoagronômicas matéria fresca e seca da raiz e da parte aérea e área 

foliar, bem como a contagem bacteriana. A seca imposta foi confirmada pela 

queda no potencial da água de todas as plantas estressadas após os 15 dias 

consecutivos de estresse. Os resultados de trocas gasosas, fluorescência da 

clorofila a e respostas morfoagronômicas revelaram que o híbrido UENF 506-8, 

quando inoculado e comparado com os demais genótipos, obteve os menores 

danos ocasionados pelo período de seca. Isso sugere uma contribuição 

importante acarretada pela interação com a bactéria. Estes resultados 

demonstram, por sua vez, uma especificidade entre a estirpe bacteriana 

(HIII206a) e o híbrido de milho (UENF 506-8). Por outro lado, o genótipo 

Composto Braquítico Caboclo, quando não inoculado e comparado com os 

demais genótipos, também apresentou os menores danos ocasionados pela seca, 

demonstrando, assim, a sua resistência à seca. Concluiu-se, portanto, que a 

estirpe da bactéria diazotrófica endofítica HIII206a, pertencente à espécie H. 

seropedicae, é capaz de contribuir para a redução dos danos causados pela seca 

e promover o aumento percentual das variáveis morfoagronômicas matéria fresca 

(MFR) e seca (MSR) da raiz em plantas de milho, tendo potencial para utilização 

como inoculante nesta cultura visando a aumentos de produtividade. 
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ABSTRACT 

 

 
 
 
SILVA JÚNIOR, José do Bonfim Freire, M.Sc., Universidade Estadual do Norte 
Fluminense Darcy Ribeiro, February, 2008, Interaction maize-Herbaspirillum 
seropedicae: selection of strains, physiological response and growth promotion in 
genotypes under drought. Advisor: Jurandi Gonçalves de Oliveira. Committee 
Members: Fábio Lopes Olivares and Rosana Rodrigues. 
 

The most important agronomic characteristics for genetic breeding are 

high yield and resistance to plant diseases and agricultural pests. Endophytic 

diazotrophic bacteria can confer these characteristics to their host plant besides 

conferring resistance against stress conditions, changes in physiological 

conditions, biological fixation of atmospheric nitrogen, nutrient supply, and 

synthesis of phytohormones, among others. The purpose of this study was to 

select strains of the endophytic diazotrophic bacterium Herbaspirillum seropedicae 

with growth-promoting activity in corn (Zea mays) and evaluate their interaction 

with three distinct maize genotypes under water stress. Initially, seven strains 

isolated from corn and one standard strain isolated from rice (Oryza sativa) were 

grown on specific culture medium and applied directly and separately onto maize 

seeds of hybrid UENF 506-8. The morphoagronomic plant responses to 

inoculations differed between strains. The strain designated HIII206a performed 

best in the association whereas results of strain HIII313d were not significant. 

Strain HIII206a was then evaluated in three seed-grown genotypes with different 

drought-resistance levels: Compound Braquítico Caboclo (resistant), compound 

Tripsacóide (intermediate) and UENF 506-8 (sensitive). The experiment was 
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conducted from May to July 2007 in a greenhouse, based on a completely 

randomized factorial design (3x2x2 - three genotypes, with and without water 

stress, in absence or presence of the bacterium), with 11 replications per 

treatment. During induced drought from the 39th to the 54th day after germination, 

the following variables were monitored: net CO2 assimilation rate (A), stomatal 

conductance (gs); transpiration rate (E); intracellular CO2 concentration (Ci); 

maximum quantum yield of photosystem II (Fv/Fm); effective quantum yield of 

photosystem II (ФPSII); photochemical quenching (qP); non-photochemical 

quenching (NPQ); water potential (ψa); stem height and diameter. After the 

drought period (after 15 days), the plants were harvested and the following 

morphoagronomic variables assessed: root and shoot fresh and dry matter, leaf 

area, and bacterial count. The drought effect was confirmed by a drop in the water 

potential of all stressed plants after 15 consecutive days of drought. The results of 

gas exchange, chlorophyll a fluorescence and morphoagronomic responses 

revealed that the drought damage to hybrid UENF 506-8 inoculated with the 

selected strain was lower than in other genotypes. That suggests an important 

contribution of the interaction with the bacteria. These results they demonstrate a 

specific effect of the bacterial strain (HIII206a) on hybrid maize (UENF 506-8). On 

the other hand, the drought-damage observed in the non-inoculated compound 

genotype Braquítico Caboclo was also lower than in the other genotypes, 

demonstrating drought resistance. It was concluded that the strain of the 

endophytic diazotrophic bacterium HIII206a of the species H. seropedicae can 

alleviate drought damage and promote increases of root fresh (MFR) and dry 

matter (MSR) of maize plants, recommending its use as inoculum for crop yield 

increases. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

 

 Bactérias diazotróficas são habitantes comuns da superfície e do interior 

da maioria dos vegetais, podendo desenvolver relações neutras e simbióticas com 

a planta hospedeira. Quando habitam o interior da planta hospedeira sem causar 

dano aparente, essas bactérias são chamadas de endofíticas. 

 O estudo desses microrganismos é de grande importância para a 

fisiologia vegetal devido à falta de informações para a elucidação da base 

biológica das interações endófitos-planta, e também por ser potencialmente 

vantajoso em diversos aspectos, tais como: controle de fitopatógenos e pragas 

agrícolas; resistência a condições de estresse; síntese de metabólitos de 

interesse farmacológico, entre outros. Os endófitos têm recebido atenção 

especial, pois, além de interagirem com a planta hospedeira influenciando o seu 

crescimento, promovem o desenvolvimento e a saúde da planta através da 

fixação biológica de nitrogênio atmosférico, síntese de fitormônios e 

disponibilização de nutrientes. 

 O milho (Zea mays), por sua vez, ocupa, entre os cereais, o terceiro lugar 

em área semeada e em produção no mundo. No Brasil, esse cereal tem uma 

grande importância econômica, pois além de ser utilizado na alimentação humana 

e animal é também produto de exportação. Além disso, nos próximos dez anos o 

consumo de milho deverá crescer em torno de 22%, impulsionado principalmente 

pela transformação do cereal em etanol nas indústrias e pelo crescente uso de 

óleos vegetais nos combustíveis por diversos países. 
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 Embora a cultura do milho tenha grande importância econômica para o 

Brasil e o mundo, poucos estudos visando conhecer e obter aplicações práticas 

da interação desses microrganismos com esta planta foram feitos. 

 Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivos: (i) selecionar, 

com base em variáveis morfoagronômicas, uma estirpe da bactéria diazotrófica 

endofítica H. seropedicae que apresente potencial para a promoção de 

crescimento na cultura do milho e (ii) avaliar a interação da estirpe bacteriana 

selecionada com três genótipos distintos de milho submetidos à seca. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

 

2.1. O Milho ( Zea mays L.) 

 

2.1.1. Origem da espécie 

 

O milho (Zea mays L.) é uma gramínea que pertence ao reino Plantae; 

divisão Magnoliophyta; classe Liliopsida; ordem Poales; família Poaceae 

(Gramineae); gênero Zea; espécie Zea mays (Borém, 1999). 

Segundo Pohl et al. (2007), a origem e a domesticação do milho ocorreu 

no sudoeste tropical do México, há aproximadamente 7.300 anos. Evidências 

genéticas e moleculares indicam ser o milho descendente de uma espécie anual 

de teosinte mexicano (Zea mays subsp. parviglumis) (Doebley, 2004; Buckler e 

Stevens, 2006). Mas, de acordo com Matsuoka et al. (2002), a análise de um 

grande número de microssatélites do genoma de milho sugere que a sua 

domesticação ocorreu há mais de 9.100 anos. Porém, apesar dos imensos 

avanços nas pesquisas moleculares, outras formas de pesquisas são necessárias 

para determinar a idade da domesticação do milho conclusivamente; e isso, por 

sua vez, torna a história da origem do milho alvo de muita discussão (Pohl et al., 

2007). 
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2.1.2. Importância econômica 

 

O milho é uma das plantas cultivadas que, tendo atingido o mais elevado 

estádio de domesticação, na sua forma atual, não apresenta indicativos de que 

possa subsistir sem os cuidados do homem (Cerigioli, 2005). 

Mundialmente, o milho ocupa, entre os cereais, o terceiro lugar em área 

semeada e em produção (Cerigioli, 2005). De acordo com o IBGE (2007), o milho 

representou aproximadamente 21% da área agrícola colhida no Brasil na safra de 

2006, isto é, cerca de 12 milhões de ha do total de aproximadamente 57 milhões 

de ha, com uma estimativa de aproximadamente 13 milhões de ha a serem 

colhidos na safra de 2007. Ainda de acordo com os dados do IBGE (2007), foram 

colhidos 42.631.977 ton. de grãos de milho na safra de 2006, sendo esperada 

uma colheita de 51.435.358 ton. na safra de 2007. Tais dados correspondem a 

um rendimento médio de 3.383 Kg/ha na safra de 2006 e de 3.768 Kg/ha na safra 

de 2007 (IBGE, 2007). 

Já a safra de 2005 do Estado do Rio de Janeiro foi de 26.970 ton. em 

11.814 ha de área colhida (IBGE, 2007), enquanto que no Estado de São Paulo, 

por exemplo, a safra de 2003/2004 foi de 4,34 milhões de toneladas em 1.063.704 

ha de área colhida, sendo comparável, em produção, a Minas Gerais, ficando 

atrás apenas do Paraná (Agrianual, 2004). Na safra 2003/2004, o Brasil foi 

superado apenas pelos Estados Unidos e China, tendo aumentado as suas 

exportações em 2004 para 4,8 milhões de toneladas, comparado com os 3,7 

milhões de toneladas no ano anterior (Agrianual, 2004).  

Em se tratando de alimentação humana, o milho pode ser consumido in 

natura, na forma de fubá ou de farinha. Já na alimentação animal, o seu grão é 

utilizado como o maior componente de rações para aves e suínos. Na 

bovinocultura, por exemplo, é utilizado como forma de volumoso, podendo ser 

utilizado na forma de silagem de grão úmido ou de planta inteira. Na indústria, o 

milho pode ser transformado em vários subprodutos. O óleo pode ser usado direto 

para consumo humano ou então transformado em margarina, maionese, entre 

outros produtos. O amido, por sua vez, pode ser transformado em dextrina, que 

será usada, por exemplo, em adesivos e xaropes; ser transformado em dextrose, 

que será utilizada em enlatados ou ainda na forma de frutose, sendo usado como 

principal adoçante da indústria de doces e bebidas (Peixoto, 2002). 
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O consumo do milho deverá crescer em torno de 22% nos próximos dez 

anos, impulsionado principalmente pela transformação do cereal em etanol e pelo 

crescente uso de óleos vegetais nos combustíveis por diversos países (Agrianual, 

2004). 

 

2.1.3. Relações hídricas 

 

O milho é uma planta de metabolismo do carbono tipo C4. Devido ao 

tamanho do dreno e por apresentar características fisiológicas favoráveis no que 

se refere à eficiência de conversão de carbono mineral (representado pelo gás 

carbônico da atmosfera) em compostos orgânicos como os carboidratos, é uma 

das plantas mais eficientes na produção de grãos (Bergonci e Bergamaschi, 

2002). Além disso, o milho está no grupo de espécies com maior eficiência do uso 

da radiação solar ou eficiência quântica (Bergamaschi et al., 2004). 

Entretanto, sendo uma planta de origem tropical, o milho exige durante o 

seu período vegetativo, temperatura ideal e principalmente água para se 

desenvolver e produzir satisfatoriamente, proporcionando produtividades 

compensadoras. Segundo Fancelli e Dourado Neto (2000), a temperatura ideal 

para a germinação do milho e, conseqüentemente, para o seu desenvolvimento 

está entre 25 e 30 ºC, havendo prejuízo em temperaturas inferiores a 10 ºC e 

superiores a 40 ºC. Ainda de acordo com estes autores, a necessidade de 

suprimento hídrico para o pleno desenvolvimento dos vegetais decorre das 

múltiplas funções que a água desempenha na fisiologia das plantas, pois 

praticamente todos os processos metabólicos são influenciados pelo conteúdo de 

água celular. 

De acordo com Aldrich et al. (1982), dois dias de seca durante a fase do 

florescimento do milho diminui o rendimento de grãos em mais de 20%, ao passo 

que se o período de seca perdurar por quatro a oito dias, nesta mesma fase de 

florescimento, as perdas podem chegar a mais de 50%. Bergamaschi et al. (2006) 

afirmam que a ocorrência de seca durante a fase vegetativa também interfere no 

cultivo do milho, principalmente em relação ao crescimento da planta em função 

de decréscimos na área foliar e na biomassa. Porém, os efeitos da seca sobre a 

produção final de grãos podem ser atenuados se as condições hídricas se 

tornarem favoráveis ainda na fase vegetativa (Bergamaschi et al., 2006). 
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O milho é uma das culturas mais sensíveis à seca (Lima, 1995) e, 

segundo Blum (1997), a seca é considerada a maior causa de redução na 

produtividade agrícola em clima tropical. Na região tropical, verifica-se que 95% 

do cultivo do milho são feitos em áreas sujeitas à seca, que pode causar uma 

queda de 10% a 50% da produção (Bolaños e Edmeades, 1995). 

Segundo Bergonci et al. (2000), o potencial da água (Ψa) na folha do 

milho descreve o estado energético dela, cujos gradientes explicam os fluxos da 

água no sistema solo-planta-atmosfera. Embora haja variação ao longo do dia, 

mesmo em plantas irrigadas, o Ψa descreve o estado hídrico da planta, e tem sido 

muito utilizado em estudos das relações hídricas dos vegetais. 

Bergonci et al. (2000) ressaltam que as medições do potencial da água na 

folha de milho usando-se a câmara de Schollander requerem alguns cuidados, a 

fim de que os dados obtidos reflitam o verdadeiro estado hídrico da planta, dentre 

os quais podem-se citar: i) deve-se evitar a perda de água após a coleta da folha; 

ii) o tempo entre a retirada da folha e a medição deve ser o menor possível; iii) a 

pressurização deve ser lenta e iv) utilização de lupa e iluminação eficiente para a 

determinação do ponto de equilíbrio, isto é, quando a seiva inicia a saída do 

xilema. 

Boyer (1970) observou em seu trabalho que, antes do potencial da água 

na folha decrescer, a expansão foliar já estava sendo mais severamente inibida 

do que a fotossíntese e a respiração nas plantas de milho, soja e girassol. 

Um dos mecanismos de adaptação à seca no milho é o acúmulo de 

solutos osmoticamente ativos na célula, em relação às plantas bem hidratadas. 

Tal fenômeno, chamado de ajustamento osmótico, permite a manutenção da 

turgescência, crescimento e fotossíntese, sob baixos valores de potencial da água 

da folha (Morgan, 1984). 

O potencial de água foliar de base – ou simplesmente potencial de base – 

corresponde à medição do Ψa feita pela manhã, antes do Sol nascer. Dessa 

forma, uma das grandes vantagens do potencial de base, quando comparado com 

outras variáveis que descrevem o estado hídrico da planta, é a sua independência 

com relação às condições ambientais diurnas. Na realidade, essa variável é a que 

melhor reflete o equilíbrio de potencial da água entre o solo, a planta e a 

atmosfera (Katerji e Hallaire, 1984). 
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2.1.4. Respostas fisiológicas à seca 

 

Segundo McCree e Fernández (1989), as respostas mais proeminentes 

das plantas à seca consistem no fechamento dos estômatos, no decréscimo da 

área foliar, na aceleração da senescência e na abscisão das folhas. Os trabalhos 

de Herrero e Johnson (1981), com milho, e Ball et al. (1994), com algodão, 

demonstraram que, em condições de seca, há um acentuado declínio na 

expansão das folhas. Já Cirilo e Andrade (1996) relataram uma significativa 

redução da área foliar em plantas de milho quando foram submetidas à seca. 

De acordo com Costa et al. (2003), condições extremas de estresse 

ambiental, como por exemplo seca severa, também podem afetar os eventos no 

tilacóide. Nesse caso, a eficiência da fotossíntese é comprometida pela inativação 

do PS II e, conseqüentemente, pela inativação da cadeia de transporte de 

elétrons responsáveis por originar o ATP e o NADPH2. Ressalta-se que ambas as 

moléculas são fundamentais no ciclo de Calvin para o processo de fixação do 

carbono atmosférico (CO2). 

Davies e Zhang (1991) sugerem que há evidências de sinais químicos 

das raízes agindo diretamente na dinâmica dos estômatos em condições de seca. 

Pimentel e Rossielo (1995) afirmaram que um ligeiro ressecamento do solo, 

mesmo que não afete as relações hídricas da parte aérea, causa um aumento na 

concentração de ácido abscísico (ABA) no xilema, provavelmente produzido na 

coifa das raízes, levando ao fechamento estomático e à diminuição da expansão 

celular. A seca promove uma rápida redistribuição e acumulação do ABA nos 

tecidos da planta; assim, de acordo com Tuberosa et al. (1994), ocorre um 

aumento na concentração do ABA no apoplasto das células-guarda, reduzindo a 

condutância estomática. Taiz e Zeiger (2004) definem condutância estomática 

como sendo a medida do fluxo de vapor d’água e CO2 através do estômato, para 

fora e para dentro da câmara sub-estomática, respectivamente. Segundo os 

autores, a condutância estomática é o inverso da resistência estomática – medida 

da limitação da difusão livre de gases a partir da folha e para o interior dela, 

imposta pelo poro estomático. 

Os experimentos de Lea et al. (1995) com plantas de milho cultivadas em 

campo e em laboratório demonstraram que a acumulação de ABA originados nas 
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raízes foi responsável pela restrição do desenvolvimento das folhas e 

manutenção do desenvolvimento do sistema radicular. 

 

2.2. Bactérias associadas às plantas 

 

2.2.1. Aspectos gerais 

 

Bactérias são habitantes comuns da superfície e do interior da maioria 

dos vegetais, podendo apresentar relações neutras e simbióticas com a planta 

hospedeira. Quando habitam o interior da planta hospedeira sem causar dano 

aparente, as bactérias são chamadas de endofíticas (Petrini, 1991; Azevedo, 

1998a; Sturz et al., 2000). 

A origem, forma de penetração, colonização e transmissão de bactérias 

endofíticas ainda são muito discutidas. Essas bactérias podem ser provenientes 

de sementes, da rizosfera, do fitoplano (superfície foliar) e de material propagado 

vegetativamente (McInroy e Kloepper, 1995a; Hallmann et al., 1997b; Reinhold-

Hurek e Hurek, 1998). Segundo Pelczar et al. (1997), a rizosfera é a região onde 

o solo e as raízes das plantas entram em contato. Ainda de acordo com o autor, o 

crescimento bacteriano nessa região é estimulado por nutrientes como 

aminoácidos e vitaminas liberadas do tecido radicular. 

A penetração pode ocorrer pelos estômatos, ferimentos, áreas de 

emergências laterais das raízes, e podem produzir enzimas hidrolíticas capazes 

de degradar a parede celular dos vegetais, sendo este um possível mecanismo de 

penetração (Di Fiore e Del Gallo, 1995; Quadt-Hallmann et al., 1997a; Shishido et 

al., 1999; McCully, 2001). 

A colonização e distribuição de bactérias endofíticas no hospedeiro 

podem ser influenciadas por interações com outros microrganismos associados à 

planta, nematóides parasitas e por características próprias de seu hospedeiro 

(Lindow e Andersen, 1996; Quadt-Hallmann et al., 1997b; Hirano e Hupper, 2000). 

Ademais, outros fatores, tais como variações sazonais, tipos de tecido vegetal 

(Mocali et al., 2003), cultivares e espécies de hospedeiros, tipo de solo (Dalmastri 

et al., 1999; Kinkel et al., 2000; Fromin et al., 2001) e interação com 

microrganismos benéficos ou patógenos (Araújo et al., 2001; Araújo et al., 2002) 

podem influenciar também o padrão de colonização dessas bactérias. 
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2.2.2. Importância do estudo das bactérias endofíti cas  

 

As bactérias endofíticas têm sido isoladas de raiz, nódulos, caule, folhas e 

frutos em uma extensa variedade de plantas, incluindo muitas de interesse 

agrícola, tais como cana-de-açúcar (Cavalcante e Döbereiner, 1988), milho 

(McInroy e Kloepper, 1995b; Araújo et al., 2000), videira (Bell et al., 1995), 

algodão (Quadt-Hallmann et al., 1997a), arroz (Stoltzfus et al., 1997), tomate 

(Pillay e Nowak, 1997), citros (Araújo et al., 2001; Marcon, 2002), batata (Reiter et 

al., 2002), trigo e sorgo (Zinniel et al., 2002), entre outras. 

De acordo com Misaghi e Donndelinger (1990), as bactérias endofíticas 

possuem uma íntima relação com seus hospedeiros por meio de processos co-

evolutivos e podem ter influência na fisiologia das plantas por mecanismos ainda 

não completamente esclarecidos. Portanto, várias são as razões para que 

investigações sejam conduzidas com bactérias endofíticas, entre elas podem-se 

citar: i) síntese de antibióticos e outros metabólitos de interesse farmacológico 

(Azevedo et al., 2000b; Marcon, 2002; Peixoto Neto et al., 2002); ii) utilização 

como agentes no controle biológico de pragas e de doenças (Azevedo et al., 

2000a; Sturz et al., 2000; Melo, 2005) e iii) utilização como promotores de 

crescimento vegetal, produzindo fitohormônios, fixando nitrogênio ou por outros 

mecanismos (Sturz et al., 2000; Khalig et al., 2004; Kuss, 2006). Mas apesar da 

grande quantidade de relatos sobre a ocorrência de comunidades endofíticas em 

tecidos vegetais sadios, Cerigioli (2005) afirma que o estudo acerca dessas 

bactérias também é de suma importância devido à falta de informações a respeito 

das interações endófitos-planta. 

 

2.2.3. Potencial na agricultura 

 

De um modo geral, os estudos sobre bactérias endofíticas se concentram 

no potencial destes microrganismos atuarem na fixação biológica do nitrogênio 

(FBN), no controle biológico de insetos-praga ou de outros microrganismos e, 

principalmente, na promoção de crescimento vegetal (Sturz e Matheson, 1996; 

Chanway, 1998; James, 2000; Azevedo et al., 2000a,b; Lodewyckx et al., 2002; 

Khalig et al., 2004; Melo, 2005; Kuss, 2006). 
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A FBN, principal via de entrada, suprimento e incremento de nitrogênio 

nos sistemas vivos, é o processo de conversão do nitrogênio atmosférico (N2), um 

gás inerte presente em grande quantidade na atmosfera, em amônia (NH3), que é 

subseqüentemente assimilada em aminoácidos e proteínas pelas plantas. Esse 

processo é mediado estritamente por bactérias, porque possuem o complexo 

enzimático chamado nitrogenase, necessário para a conversão (Neves e 

Rumjanek, 1998). Portanto, a FBN se apresenta como uma opção alternativa e 

natural de adubação nitrogenada. Segundo Baldani et al. (2002), a cultura de 

arroz, por exemplo, consome 10 milhões de toneladas de adubos nitrogenados 

para produzir 500 milhões de toneladas de grãos no planeta. A substituição de 

25% da demanda de N2 pela fixação biológica geraria uma economia de, 

aproximadamente, 380 milhões de dólares por ano (sendo de U$ 150,00 o custo 

médio da tonelada de uréia). 

O controle biológico é um processo natural de regulação populacional por 

meio de inimigos naturais. As bactérias endofíticas, por estarem presentes em 

todas as espécies vegetais, colonizando ativamente os tecidos do hospedeiro de 

forma local ou sistêmica, acabam, segundo Hallmann et al. (1997b), ocupando um 

nicho ecológico semelhante àqueles ocupados por patógenos, demonstrando 

assim o seu potencial para o controle biológico. No entanto, este controle pode 

ser resultante de diversos mecanismos: i) competição por espaço e nutrientes na 

planta hospedeira; ii) produção de compostos antimicrobianos e/ou iii) indução de 

resistência sistêmica (Sturz et al., 2000; Ramamoorthy et al., 2001). 

O mecanismo de promoção de crescimento vegetal, por sua vez, é um 

processo complexo que pode ser influenciado por diversos fatores bióticos e 

abióticos (Bloemberg e Lugtenberg, 2001). Em se tratando de fatores bióticos, o 

mecanismo de promoção de crescimento vegetal condicionado pelas bactérias 

endofíticas pode ser resultado tanto de ações indiretas, como o controle biológico 

por competição de nutrientes, antibiose e indução de resistência sistêmica no 

hospedeiro, citados anteriormente, quanto de ações diretas, como 

disponibilização de nutrientes para as plantas, FBN e síntese de reguladores de 

crescimento vegetal (ou fitormônios) (Shishido et al., 1999; Sturz et al., 2000). 

Porém, a síntese de fitormônios é um mecanismo de interação bactéria-planta, 

sendo influenciado por vários fatores, como o genótipo do hospedeiro e do próprio 

microrganismo (Jain e Patriquin, 1985). 
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Uma série de trabalhos tem verificado o aumento do crescimento vegetal 

de plantas inoculadas com bactérias endofíticas em relação aos tratamentos 

controle, isto é, plantas não inoculadas (Asghar et al., 2002; Canuto et al., 2003; 

Khaliq et al., 2004), bem como a produção de fitormônios como auxinas em 

plantas não-leguminosas inoculadas com espécies do gênero Herbaspirillum, 

entre outras (Patten e Glick, 1996; Dobbelaere et al., 2003; Creus et al., 2004). 

O ácido indol acético – AIA (um tipo de auxina) –, por exemplo, quando 

secretado por bactérias no interior das plantas, pode promover o crescimento da 

raiz, diretamente, pela estimulação da elongação da célula vegetal ou divisão 

celular, ou, indiretamente, pela influência sobre a atividade da ACC desaminase 

(1-aminociclopropano-1-carboxilato, um precursor do etileno) (Patten e Glick, 

2002). Porém, a resposta da planta ao AIA liberado pode variar de efeitos 

benéficos a deletérios dependendo de sua concentração; quando em baixas 

concentrações, pode estimular e, quando em altas concentrações, pode inibir o 

desenvolvimento da raiz vegetal. Logo, a promoção de crescimento vegetal por 

bactérias tem sido atribuída, em parte, à produção de fitormônios, que são 

capazes de promover o desenvolvimento e proliferação das raízes (Mirza et al., 

2001), mas não se sabe até que ponto a formação de pêlos radiculares depende 

de fatores genéticos, ambientais e, ou, da produção de substâncias promotoras 

de crescimento pelas plantas e pela maioria das bactérias endofíticas (Mirza et 

al., 2001; Radwan et al., 2002).  

Visto que a seca pode causar severa inibição da fotossíntese, mesmo em 

plantas C4 como, por exemplo, o milho, sobretudo em razão da maior resistência 

difusiva à entrada do CO2 (Kaiser, 1987) acarretada pelo fechamento dos 

estômatos (McCree e Fernández,1989), o desenvolvimento de pêlos radiculares 

(aumento do seu número, da sua densidade, da sua biomassa, do seu 

comprimento, do acoplamento de transportadores, entre outros fatores) pelas 

bactérias endofíticas pode, contudo, promover efeitos benéficos sobre a fisiologia 

do hospedeiro como um todo. Dentre os efeitos benéficos possibilitados por essa 

alteração na morfologia radicular do hospedeiro está a ampliação da área de 

exploração do solo, resultando assim em maior absorção de água, o que, por sua 

vez, evitaria o fechamento dos estômatos. 
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Fica evidente, então, que o uso desses microrganismos tem se mostrado 

promissor para melhorar e aumentar a produtividade de grandes culturas, sendo, 

portanto, uma ferramenta biotecnológica de grande utilidade na agricultura. 

 

2.3. Fotossíntese 

 

2.3.1. Metabolismo do carbono  

 

O entendimento dos fluxos de CO2 na fotossíntese tem permitido 

desvendar as três etapas básicas acopladas ao processo fotossintético: os 

aspectos fotoquímicos (captação de energia luminosa e dissipação da mesma na 

forma de calor ou fluorescência), fotofísicos (transferência de elétrons com a 

formação de ATP e NADPH2) e bioquímicos (fixação de carbono em compostos 

orgânicos) (Magalhães et al., 2002). 

Entretanto, a relação entre fotossíntese e produção é bastante complexa 

e, às vezes, contraditória. Isto se deve a diversos fatores que podem estar 

envolvidos, entre os quais podem-se citar: i) a abertura estomática e a 

condutância de CO2 no interior das células do mesofilo; ii) idade e localização das 

folhas; iii) estresses ambientais; iv) tipo de via para fixação do carbono (C3, C4 ou 

intermediária) e v) concentração de nitrogênio nas folhas (Magalhães et al., 2002). 

O evento fotoquímico primário da fotossíntese é a separação de cargas 

nos centros de reação dos fotossistemas I e II (PSI e PSII) durante a captação de 

energia luminosa. A separação de cargas resulta no acúmulo de espécies 

moleculares reduzidas e oxidadas constituindo-se na força motriz para o 

transporte de elétrons fotossintéticos que ocorre concomitantemente. O fluxo de 

elétrons através da cadeia fotossintética de transporte eletrônico é acompanhado 

pelo fluxo de prótons (H+) (Romano, 2001). Por sua vez, esse gradiente de 

prótons é a força motriz para a síntese de ATP (Ort e Melandri, 1982) e modula o 

transporte de elétrons (Horton e Lee, 1986). Enfim, o estado redox do “pool” de 

ferredoxina é a força motriz para a redução de NADP+ a NADPH2 (Foyer, 1993) 

que, juntamente com o ATP formado, serão utilizados na etapa de fixação do 

carbono. 

Pelo fato de o conteúdo de CO2 na atmosfera – 0,03% ou 370 partes por 

milhão (ppm) do ar (Taiz e Zeiger, 2004) – ser um fator limitante para muitas 
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espécies vegetais, houve a necessidade de elas tornarem-se eficientes na fixação 

desse gás. 

Análises da fixação de CO2 em vários níveis da concentração interna (Ci) 

de CO2 produziram informações sobre a limitação da fixação de CO2 nas folhas. 

Baseado nas propriedades cinéticas da RUBISCO (ribulose 1,5 bisfosfato 

carboxilase/oxigenase), atribui-se à sua atividade a limitação da fotossíntese em 

baixas concentrações internas de CO2 e a regeneração de ribulose 1,5-bisfosfato 

(RuBP) em altas concentrações internas de CO2 (von Caemmerer e Farquhar, 

1981), bem como do uso de triose fosfato. 

As plantas C4, como o milho, são aquelas cujo primeiro produto estável, 

formado na fotossíntese, possui quatro átomos de carbono (malato e/ou 

aspartato). Apesar disso, as plantas C4 também utilizam a rota C3. O importante é 

que, nas plantas C4, a rota C3 é precedida por passos adicionais, nos quais há 

uma fixação preliminar de CO2 através da enzima PEPcase (fosfoenolpiruvato 

carboxilase) resultando em uma maior concentração do CO2 no ambiente de 

atuação da Rubisco (Taiz e Zeiger, 2004). 

Devido ao fechamento estomático em plantas tropicais para evitar a perda 

excessiva de água por transpiração, o fluxo de CO2 da atmosfera para as células 

da bainha dos feixes vasculares é reduzido, causando uma diminuição na 

concentração de CO2 neste sítio. Conseqüentemente, o metabolismo 

fotossintético de plantas C3 fica prejudicado. No entanto, em plantas C4, esse 

prejuízo é atenuado pela presença da enzima PEPcase, que tem uma afinidade 

muito mais alta por CO2 (Taiz e Zeiger, 2004), fixando-o mais eficientemente e 

minimizando ou mesmo não permitindo, desta forma, o processo de 

fotorrespiração que limita a eficiência das plantas C3. 

Segundo Baker e Ort (1992), sob baixa luz, a fotossíntese pode proceder 

com máxima eficiência quântica; essa eficiência quântica vai diminuindo com o 

incremento da luminosidade. 

 

2.3.2. Fluorescência da clorofila a como indicador de estresse em plantas 

 

Como qualquer outro processo de troca de energia, a conversão da 

energia luminosa em energia química pelo processo fotossintético não é perfeita. 

Isso se deve ao fato de que, no estado excitado, a clorofila a é extremamente 
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instável e, ao retornar ao estado inicial, libera parte de sua energia para o meio na 

forma de calor ou na forma de luz, isto é, fluorescência (F) (Taiz e Zeiger, 2004) 

enquanto o restante da energia é transferiada para a síntese de compostos 

orgânicos. 

Baseado neste princípio, o uso das variáveis da fluorescência da clorofila 

a tem sido bastante empregado, principalmente no estudo da fotossíntese por ser 

um método que, além de não destrutivo, permite análise qualitativa e quantitativa 

da absorção e aproveitamento da energia luminosa através do PS II e possíveis 

relações com a capacidade fotossintética (Mouget e Tremblin, 2002; Netto et al., 

2005). Esta técnica tem permitido um aumento no conhecimento dos processos 

fotoquímicos e não-fotoquímicos que ocorrem na membrana dos tilacóides (Genty 

et al. (1989), além de possibilitar o estudo dos fatores relacionados à capacidade 

de absorção e transferência da energia luminosa na cadeia de transporte de 

elétrons (Krause e Weis, 1991). Segundo Mouget e Tremblin (2002), mudanças 

no rendimento da fluorescência resultam de variações nas taxas de dissipação da 

energia fotoquímica e não-fotoquímica, demonstrando, dessa forma, ausência ou 

presença de comprometimentos no processo fotossintético. 

A quantificação da indução da fluorescência através de equipamentos 

modulados fornece informações sobre a capacidade do aparelho fotossintético na 

utilização da energia luminosa e seus efeitos na escala de minutos. Tais 

equipamentos baseiam-se na aplicação de pulsos de luz modulada para excitar 

as moléculas de clorofila dos centros de reação em uma dada região de tecido 

foliar previamente adaptada ao escuro. A fluorescência detectada quando pulsos 

de luz de baixa intensidade (luz de medição) são aplicados corresponde à 

fluorescência inicial (F0). Segundo Krause e Weis (1991), a F0 representa a 

emissão da fluorescência pelas moléculas de clorofila a do complexo coletor de 

luz do PS II quando todos os centros de reação estão “abertos”, ou seja, 

oxidados. A fluorescência máxima (Fm) é obtida a partir da aplicação de um pulso 

de luz de alta intensidade, isto é, um pulso de luz saturante (em geral acima de 

2.000 µmol m-2 s-1), de forma a “fechar” (ou seja, reduzir) todos os centros de 

reação. Logo, o Fm indica a completa redução da plastoquinona A (QA) a partir da 

incidência do pulso de luz saturante no centro de reação do PS II (Silva et al., 

2006). 
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O emprego do fluorímetro modulado permite que outros parâmetros da 

fluorescência da clorofila a, relacionados a processos fotoquímicos da atividade 

fotossintética, possam ser obtidos (Genty et al., 1989): 

 
a) Fluorescência Variável (Fv) – diferença entre a Fm e a F0, que representa o 

incremento da fluorescência a partir de F0 até Fm, ou o fluxo de elétrons do centro 

de reação do PS II até a plasto-hidroquinona (PQH2) (Silva et al., 2006); 

 
b) Rendimento Quântico Máximo do PS II – variável determinada pela relação 

entre Fv/Fm, que reflete a máxima capacidade fotoquímica do PS II. Quando uma 

planta está com seu aparelho fotossintético intacto, o rendimento quântico 

máximo deve variar entre 0,75 e 0,85 (Bolhàr-Nordenkampf et al., 1989), 

enquanto que a queda deste valor reflete a presença de dano fotoinibitório nos 

centros de reação do PS II (Björkman e Demming, 1987); 

 
c) Quenching Fotoquímico (qP) – esse quenching reflete o estado de oxidação da 

QA (Schreiber et al., 1986). Logo, a reoxidação da QA causa a “extinção” 

fotoquímica (Krause e Weis, 1991); 

 
d) Quenching Não-Fotoquímico (qN) – esse quenching, por sua vez, engloba 

todos os processos de “extinção” que não estão relacionados com a fotoquímica; 

 
e) Rendimento Quântico Efetivo do PS II (ФPSII) – variável determinada pela 

relação entre ∆F/Fm’ (onde ∆F representa a variação entre a fluorescência 

máxima e a fluorescência no estado de equilíbrio – Fs – e Fm’ representa a 

fluorescência máxima em um tecido vegetal adaptado a qualquer intensidade 

luminosa), que reflete a proporção de elétrons do PS II que serão utilizados na 

fase fotoquímica da fotossíntese para redução do NADP+ a NAPH2. 
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3. TRABALHOS 

 

 

 

SELEÇÃO DE ESTIRPES DE Herbaspirillum seropedicae PARA PROMOÇÃO 

DO CRESCIMENTO EM MILHO HÍBRIDO UENF 506-8 

 
 
 
 

RESUMO 

 

 

 

Sete estirpes da bactéria diazotrófica endofítica Herbaspirillum 

seropedicae, isoladas de plantas sadias de milho e uma estirpe padrão (Z67), 

isolada de arroz, foram avaliadas quanto à sua capacidade de promover o 

crescimento de plantas de milho híbrido UENF 506-8 com o objetivo de se obter a 

melhor associação estirpe bacteriana-planta. As estirpes foram crescidas 

individualmente em meio de cultivo líquido DYGS durante 24 horas. Após o ajuste 

das suspensões bacterianas para a concentração equivalente a 108 células por 

mililitro, as mesmas foram aplicadas direta e individualmente sobre as sementes 

na proporção de um mililitro por semente. Treze dias após a germinação em 

incubadora, as plântulas foram então transferidas e cultivadas sob condições de 

casa de vegetação. Avaliações de crescimento a partir da altura da planta e do 

diâmetro do caule foram realizadas a cada dois dias, a partir do 19º dia após a 
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germinação. No 32º dia após a germinação, o experimento foi colhido para a 

determinação da matéria fresca e seca da raiz e parte aérea, área foliar e 

contagem bacteriana. Os resultados obtidos demonstraram que a resposta à 

inoculação do milho híbrido com a estirpe HIII206a, apesar de não ter sido 

significativamente diferente do controle (plantas não inoculadas), foi a que obteve 

os maiores incrementos percentuais: 32%; 35%; 4%; 35% e 1% para matéria 

fresca da parte aérea, matéria fresca da raiz, matéria seca da parte aérea, 

matéria seca da raiz e área foliar, respectivamente, em relação ao controle e 32%; 

36%; 20%; 39% e 33% respectivamente, para as mesmas variáveis em relação à 

associação do milho híbrido com a estirpe padrão. Por outro lado, apesar da 

resposta à inoculação do milho híbrido com a estirpe HIII313d também não ter 

apresentado diferenças significativas em relação ao controle, observou-se, 

contudo, uma redução percentual de 65% na variável matéria seca da parte aérea 

quando comparada ao controle. 

 
 
 
 

ABSTRACT 

 

 

 

Seven strains of the endophytic diazotrophic bacterium Herbaspirillum 

seropedicae, isolated from healthy maize plants and a standard strain (Z67), 

isolated from rice, were assessed for their growth-promoting ability in plants of 

hybrid maize UENF 506-8 to obtain the best plant-bacterial strain combination. 

The strains were grown individually in DYGS medium for 24 hours. After the 

adjustment of bacterial suspensions to a concentration of 108 cells per milliliter, 

they were applied directly and separately to maize seeds at a proportion of one 

seed per milliliter. Thirteen days after germination in the incubator, seedlings were 

transferred and grown under greenhouse conditions. Plant height and stem 

diameter were evaluated every two days, beginning on the 19th day after 

germination. The experiment was harvested on the 32nd day after germination to 

determine the fresh and dry root and shoot matter, leaf area and bacterial counts. 

Results showed highest percentage increases in the response to maize hybrid 
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inoculation with strain HIII206a, despite not significantly different from the control 

(non inoculated plants): 32%, 35%, 4%; 35% and 1% for shoot fresh matter, root 

fresh matter, shoot dry matter, root dry matter and leaf area, respectively, 

compared to the control with 32%, 36%, 20%, 39% and 33%, respectively, for the 

same variables for the association of hybrid maize with the standard strain. On the 

other hand, although the response to hybrid maize inoculation with strain HIII313d 

was not significantly different in the case of the control, the shoot dry matter was 

reduced by 65% in comparison to the control. 

 
 
 
 

3.1. INTRODUÇÃO 

 

 

 

O milho ocupa, entre os cereais, o terceiro lugar em área semeada e em 

produção global (Cerigioli, 2005). De acordo com os dados do IBGE (2007), foram 

colhidas 42.631.977 toneladas de grãos de milho na safra de 2006, sendo 

esperada uma colheita de 51.435.358 toneladas na safra de 2007. Porém, o 

consumo do milho deverá crescer em torno de 22% nos próximos dez anos, 

impulsionado principalmente pela transformação do cereal em etanol e pelo 

crescente uso de óleos vegetais como biocombustíveis por diversos países 

(Agrianual, 2004). 

Por outro lado, existe uma necessidade crescente, em todas as culturas 

agrícolas, de aumentar a resistência a doenças; aumentar a tolerância a sais, 

seca e calor; melhorar a qualidade de grãos e outros produtos e, principalmente, 

de melhorar os sistemas de fixação biológica de nitrogênio (Conway, 1999; 

Cocking, 2003). 

Segundo Radwan et al. (2004), durante a última década, várias bactérias 

capazes de reduzir o nitrogênio atmosférico foram descritas, sendo a espécie 

Herbaspirillum seropedicae (Baldani et al., 1986) a primeira espécie endófita a ser 

identificada, apesar de na época este fato não ter sido reconhecido. As espécies 

denominadas endófitas são assim descritas, porque não são capazes de 

sobreviver por longos períodos no solo (Baldani et al., 1997). Olivares (1997), 
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investigando diferentes aspectos ecológicos relacionados à ocorrência natural de 

H. seropedicae em raízes, colmos e folhas de espécies, predominantemente da 

família das Poaceas, observou a ausência de bactérias em solo desnudo e a 

baixa persistência no solo e em solo rizosférico, comparada à elevada 

persistência no interior das raízes. O autor concluiu então que H. seropedicae é 

uma bactéria fixadora de nitrogênio que se associa endofiticamente à cana-de-

açúcar e outras espécies da família Poacea, mas que não persiste por mais de 

quatro semanas em números detectáveis após a inoculação no solo. 

Desde então, pesquisas envolvendo bactérias diazotróficas endofíticas 

têm demonstrado a capacidade destes microrganismos em fixar o nitrogênio 

atmosférico (Kuss, 2006). 

Outras pesquisas têm demonstrado que esses microrganismos, além de 

fixarem o nitrogênio atmosférico, são capazes de promover o aumento da massa 

aérea e da massa radicular do hospedeiro através da alteração no padrão 

morfológico das raízes, com um predomínio de raízes mais finas e maior 

ramificação mediante a síntese de fitormônios, tais como o ácido 3-indolacético 

(AIA), citocininas e giberelinas (Bastián et al., 1998; Radwan et al., 2002; Cerigioli, 

2005; Mendonça et al., 2006). 

Dessa forma, fica claro que o uso desses microrganismos tem se 

mostrado promissor para o aumento de produtividade de grandes culturas, sendo, 

portanto, uma ferramenta biotecnológica de grande utilidade na agricultura. O 

presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial individual de diferentes 

estirpes bacterianas endofíticas da espécie H. seropedicae isoladas de plantas de 

milho e a estirpe padrão Z67, utilizada como referência e isolada de arroz, quanto 

à capacidade de promover o crescimento de plantas de milho híbrido UENF 506-

8. 

 
 
 
 

3.2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

O experimento foi conduzido em casa de vegetação do Laboratório de 

Melhoramento Genético Vegetal da Universidade Estadual do Norte Fluminense 
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Darcy Ribeiro – UENF, localizada no município de Campos dos Goytacazes, RJ, 

no período de novembro a dezembro de 2007. 

Dentre as atuais variedades comerciais de milho, o genótipo conhecido 

como UENF 506-8 (geração mais avançada do híbrido interpopulacional UENF 

506-6) foi desenvolvido pelo Programa de Melhoramento Genético do Milho da 

UENF via seleção recorrente recíproca de famílias de irmãos completos. Esse 

genótipo apresenta internódios curtos, folhas largas, colmo grosso e elevado 

índice de prolificidade (a maioria das plantas com duas espigas comerciais), 

florescendo aos 68 dias após o plantio com maturação aos 140 dias (Messias 

Gonzaga Pereira, informações pessoais). 

As estirpes bacterianas denominadas HIII206a, HIII206b, HIII215, 

HIII313a, HIII313d, HIV206 e HIV301a, isoladas de plantas de milho e gentilmente 

cedidas pelo Dr. Fábio Bueno dos Reis Júnior (Tabela 1), e Z67, Baldani et al. 

(1986), isolada de raízes de arroz (Oryza sativa) e utilizada como referência, 

segundo metodologia descrita por Döbereiner et al. (1995), todas da espécie H. 

seropedicae, foram crescidas, individualmente, em meio de cultivo líquido DYGS 

(Rodrigues Neto et al., 1986), sob agitação constante a 100 rpm, durante 24 horas 

à temperatura de 30 ºC. 

 
Tabela 1 - Estirpes bacterianas de H. seropedicae isoladas de diferentes 

variedades de milho utilizadas neste trabalho e as respectivas características das 

plantas de origem 

Estirpe bacteriana Planta de origem Características da planta 
HIII206a 
HIII206b 
HIII313a 
HIII313d 
HIV206 

 

 
 

Raízes de milho 
(BR 451) 

Ciclo precoce; grãos brancos, semi-
dentados e com alta qualidade protéica. 
Derivada da população 64 QPM do 
International Maize and Wheat 
Improvement Center (CIMMYT). 
 

 
 

HIII215 

 
 

Raízes de milho 
(MC 10) 

Grãos amarelos e semi-dentados. 
Formada a partir do cruzamento entre a 
variedade Eldorado e Campeão, 
objetivando uma variedade produtiva, 
de grãos dentados e com potencial no 
uso de fósforo. 
 

 
HIV301a 

 
Raízes de milho 

(BRS 4157) 

Grãos alaranjados com segregação 
para branco; duros e com oito ciclos de 
seleção visando à maior eficiência na 
utilização de nitrogênio. 
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 As suspensões bacterianas foram ajustadas em espectrofotômetro para o 

número de células equivalente a 108 cél.mL-1 e aplicadas diretamente sobre cada 

semente de milho do híbrido UENF 506-8 não germinada, presente na superfície 

do substrato comercial (Plantmax®) em copos plásticos de 300 mL, na proporção 

de 1 mL por semente e germinadas em incubadora. Aos 13 dias após a 

germinação (d.a.g.), as plantas foram transferidas para vasos de 5 Kg, contendo o 

mesmo substrato, sendo cultivadas sob condições de casa de vegetação. 

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com 

cinco repetições. A altura da planta, compreendida entre o colo da planta e a 

emergência das novas folhas, e o diâmetro do caule foram mensurados a cada 

dois dias a partir do 19º d.a.g., perfazendo um total de cinco avaliações (19, 21, 

23, 25 e 27 d.a.g.), utilizando-se uma régua metálica e um paquímetro digital 

(Modelo Starrett 727), respectivamente. No 32º d.a.g., as plantas foram colhidas e 

tiveram avaliadas as seguintes variáveis: área foliar, por meio do medidor de área 

foliar modelo 3100 – LI-COR; matéria fresca da raiz e da parte aérea, por uma 

balança analítica modelo PR 1000 – Núcleo; matéria seca da raiz e da parte 

aérea após o material vegetal permanecer em estufa a 60 ºC por 48 horas, e a 

contagem do número de bactérias presentes nas raízes pela metodologia do 

Número Mais Provável (NMP), como descrita por Döbereiner et al. (1995). Para 

tal, um grama de raízes lavadas e desinfestadas superficialmente foi macerado 

em solução salina, realizada uma diluição seriada de até 10-6, e uma alíquota de 

0,1 mL de cada diluição foi adicionada em fracos contendo 5 mL do meio de 

cultivo semi-sólido JNFb suplementado com o antibiótico ácido nalidíxico (10 

mg.L-1) como marca de resistência, objetivando-se eliminar a população de 

diazotróficos nativos. Foram utilizadas três repetições para cada tratamento, e os 

frascos incubados durante sete dias a 30 ºC. 

Os dados de altura da planta e diâmetro do caule foram avaliados 

mediante a comparação das plantas inoculadas com o controle (não-inoculado) 

por meio da análise de regressão dos dados, utilizando-se o software Origin 6.0, 

segundo equações polinomiais. Já os dados de área foliar e matéria fresca e seca 

da raiz e da parte aérea foram avaliados através da análise de variância feita pelo 

teste F (5%); quando detectada significância, foi aplicado o teste de Tukey a 5% 

de probabilidade para a comparação de médias. 
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

 

A análise das respostas morfoagronômicas das plantas de milho à 

inoculação permitiu separar as oito estirpes avaliadas em três grupos: (I) 

Responsivo; (II) Intermediário e (III) Não-responsivo. No grupo I, foi alocada 

apenas a estirpe HIII206a. As plantas inoculadas com esta estirpe tiveram um 

maior desenvolvimento percentual em todas as variáveis morfoagronômicas 

avaliadas (matéria fresca da parte aérea – MFPA e da raiz – MFR; matéria seca 

da parte aérea – MSPA e da raiz – MSR; área foliar – AF) com incrementos de 

32%; 35%; 4%; 35% e 1% para MFPA, MFR, MSPA, MSR e AF, respectivamente, 

quando comparadas com as plantas controle (não inoculadas) (Tabela 2). 

Respostas de incrementos percentuais induzidas por inoculação também 

foram obtidas para as estirpes HIII206b, HIII215 e HIV206. Em virtude dos 

resultados observados, essas estirpes foram alocadas no grupo II, caracterizado 

por reunir estirpes capazes de induzir incrementos apenas em algumas variáveis 

morfoagronômicas em relação às plantas controle (não inoculadas). Plantas 

inoculadas com as estirpes HIII215 e HIV206 tiveram maior desenvolvimento em 

relação às plantas não inoculadas, sendo observados incrementos percentuais de 

10 e 21% para MFPA; 9 e 9% para MFR e 15 e 2% para MSR para HIII215 e 

HIV206, respectivamente. Para a estirpe HIII206b, foram observados incrementos 

na MFPA (12%) e na MSR (1%) das plantas em relação às plantas controle 

(Tabela 2). Já as estirpes bacterianas HIII313a, HIII313d, HIV301a e Z67, por não 

induzirem nenhum incremento percentual nas variáveis morfoagronômicas do 

híbrido UENF 506-8, foram consideradas estirpes não-responsivas, sendo, 

portanto, reunidas no grupo III. Ressalta-se, porém, que as plantas inoculadas 

com a estirpe HIII313d apresentaram uma redução de 65% na variável MSPA em 

relação às plantas controle. 
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Tabela 2 - Resposta das variáveis morfoagronômicas de plantas de milho híbrido 

UENF 506-8, cultivadas em casa de vegetação, à inoculação com estirpes de H. 

seropedicae isoladas de diferentes variedades de milho e estirpe padrão (Z67). 

Dados referentes à média de cinco repetições. Coleta aos 30 dias após a 

germinação. UENF, Campos dos Goytacazes, 2007. 

 
Estirpe MFPA (g) MFR (g) MSPA (g) MSR (g) AF (mm2) 

Controle 32,23(AB)(1)   16,71 (AB) 10,56 (A) 1,38 (ABC)   849 (AB) 

HIII206a 42,60 (A) 22,56 (A) 10,99 (A)  1,86 (A)   862 (A) 

HIII206b 36,14 (AB)   16,39 (AB) 10,15 (A) 1,39 (ABC)   734 (ABC) 

HIII215 35,56 (AB)   18,25 (AB)   9,00 (A)  1,59 (AB)   689 (ABC) 

HIII313a 24,81 (AB)   14,63 (AB)   8,11 (A) 1,13 (ABC)   501 (BC) 

HIII313d 19,17 (B) 11,67 (B)   3,73 (A)  0,81 (C)   414 (C) 

HIV206 39,01 (A)   18,27 (AB)   8,47 (A) 1,41 (ABC)   809 (AB) 

HIV301a 24,76 (AB) 13,95 (B)   5,04 (A)  1,12 (BC)  560 (ABC) 

Z67 28,89 (AB)   14,35 (AB)   8,77 (A) 1,14 (ABC)  575 (ABC) 

CV(%) 27,23 24,62 46,17 26,67 25,36 

MFPA – matéria fresca da parte aérea, MFR – matéria fresca da raiz, MSPA – matéria seca da 

parte aérea, MSR – matéria seca da raiz, AF - área foliar. 
(1) Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna são significativamente diferentes pelo 

teste Tukey (P < 0,05). 

 

Em se tratando das respostas de crescimento das plantas à inoculação, a 

variação na altura delas apresentou uma tendência seguindo um modelo 

quadrático (Figura 1). Notou-se uma tendência de maior altura para as plantas 

inoculadas com as estirpes HIII215, HIII206a e HIV 206 e menor altura para as 

plantas inoculadas com a estirpe HIII313d.  

Quando se avaliaram as mudanças no diâmetro do caule (Figura 2), 

observou-se uma tendência semelhante àquela encontrada para a altura das 

plantas quando inoculadas com as estirpes HIII206a e HIV206. Para as plantas 

inoculadas com a estirpe HIII313d, também verificou-se um efeito negativo da 

inoculação sobre o diâmetro do caule numa comparação com as plantas controle. 
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Figura 1 - Altura das plantas de milho híbrido UENF 506-8 inoculadas com H. 

seropedicae, isolados de diferentes variedades de milho e estirpe padrão (Z67), 

em função do número de dias após a germinação. Dados referentes à média de 

cinco repetições. 
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Figura 2 - Diâmetro do caule das plantas de milho híbrido UENF 506-8 inoculadas 

com H. seropedicae, isolados de diferentes variedades de milho e estirpe padrão 

(Z67), em função do número de dias após a germinação. Dados referentes à 

média de cinco repetições. 
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A colonização das plantas de milho híbrido UENF 506-8 com as referidas 

estirpes bacterianas foi eficiente. Observaram-se populações bacterianas nas 

raízes das plantas variando entre 4,75 e 7,00 (logaritmo do número de células por 

grama de matéria fresca) (Tabela 3). 

 

Tabela 3 - Contagem do número de isolados de H. seropedicae de diferentes 

variedades de milho e estirpe padrão (Z67), presentes em raízes desinfestadas 

superficialmente de plantas de milho híbrido UENF 506-8, aos 32 dias após a 

germinação 

 
Estirpes 

 

Controle 

 

HIII206a 

 

HIII206b 

 

HIII215 

 

HIII313a 

 

HIII313d 

 

HIV206 

 

HIV301a 

 

Z67 

4,50 

D(1) 

5,00 

CD 

5,75 

ABCD 

6,25 

ABC 

6,25 

ABC 

6,75 

AB 

4,75 

CD 

7,00 

A 

5,25 

BCD 

CV(%) = 11,41 

 
Dados referentes à média de quatro repetições e expressos em logaritmo do número de células 

por grama de matéria fresca. 
(1) Médias acompanhadas por letras diferentes na linha são significativamente diferentes pelo teste 

Tukey (P < 0,05). 

 

Experimentos realizados por Cerigioli (2005) e Mendonça et al. (2006) 

demonstraram que algumas estirpes de bactérias diazotróficas endofíticas foram 

capazes de promover um maior acúmulo de matéria seca total em plantas de 

milho, quando comparadas à planta controle. O mesmo foi observado neste 

trabalho através da comparação das plantas inoculadas com as estirpes HIII206a 

e HIII215 em relação às plantas controle. Oliveira et al. (2002), ao inocularem 

diferentes espécies de bactérias diazotróficas, dentre as quais espécies de 

Herbaspirillum, isoladas e em misturas, em plantas de cana-de-açúcar 

micropropagadas, observaram um aumento significativo no acúmulo de matéria 

fresca de colmos destas plantas. 

Merece destaque os incrementos em algumas variáveis para a inoculação 

do milho híbrido UENF 506-8 com a estirpe HIV206 bem como os efeitos 

negativos encontrados quando da inoculação com a estirpe HIII313d. Efeitos 

negativos de inoculação também foram observados por Oliveira et al. (2002) e 
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Canuto et al. (2003) em plantas de cana-de-açúcar micropropagadas quando 

inoculadas com uma mistura de duas ou mais estirpes de diferentes espécies de 

bactérias diazotróficas. 

Os incrementos percentuais observados neste trabalho, resultantes da 

inoculação de estirpes de bactérias diazotróficas endofíticas, podem estar 

associados ao processo de fixação biológica de nitrogênio (FBN), à síntese de 

fitormônios produzidos por estas bactérias ou mesmo a um efeito sinergístico 

destes fatores atuando sobre o desenvolvimento das plantas. Estudos de 

inoculação mostraram que bactérias endofíticas (por exemplo, H. seropedicae) 

têm um potencial muito maior para contribuir com a FBN, com a síntese de 

substâncias promotoras do crescimento ou com o aumento da disponibilidade de 

nutrientes e controle de doenças do que outros tipos de diazotróficos, uma vez 

que essas atividades ocorrem dentro da planta (Cocking, 2003; Baldani e Baldani, 

2005). 

Thakuria et al. (2004) relataram a dificuldade em indicar os mecanismos 

necessários à maior habilidade da bactéria em promover o crescimento da planta. 

Esses autores discutem, porém, que um mecanismo de promoção de crescimento 

pode ser aumentado, em condições de campo, na presença de uma comunidade 

microbiana complexa. Summer (1990) sugere que bactérias diazotróficas 

endofíticas isoladas da mesma variedade da planta que se deseja inocular são 

mais eficientes, especialmente quando a população nativa está presente. Sendo 

assim, organismos adaptados às condições ambiente da região podem 

apresentar melhores condições para concorrer com a microbiota nativa, tanto pela 

adaptação às condições edafoclimáticas quanto pelo aumento populacional 

promovido pela inoculação (Roesch et al., 2005). 

Portanto, é possível que a falta de efeito positivo por parte de algumas 

estirpes de bactérias diazotróficas endofíticas, testadas neste trabalho, com 

relação à promoção do crescimento das plantas de milho híbrido UENF 506-8, 

pode ter ocorrido devido à utilização de bactérias diazotróficas endofíticas que 

não são nativas da planta estudada. 

A presença de população bacteriana nas plantas controle (não 

inoculadas) pode ser justificada tanto pelo fato de não terem sido utilizadas 

sementes desinfestadas superficialmente como pela utilização de substrato não 

estéril. De acordo com Baldani et al. (1995), existe a possibilidade de que a 
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disseminação de H. seropedicae possa ocorrer através de sementes, já que foram 

obtidos isolados a partir de sementes de cereais como o arroz. 

Os resultados gerados demonstram o potencial destes microrganismos 

avaliados em promover o incremento das plantas, apesar de atuarem de maneira 

distinta. Poucos estudos têm sido desenvolvidos com microrganismos endofíticos 

em associação com plantas de milho, não havendo muitos conhecimentos da 

relação daqueles com a planta, ficando evidente a necessidade de vários estudos 

para a utilização de tais bactérias no aumento da produtividade agrícola. 

 
 
 
 

3.4. CONCLUSÃO 

 

 

 

1. As estirpes de H. seropedicae isoladas de diferentes genótipos de milho e 

utilizadas neste estudo têm potencial distinto para a promoção de crescimento do 

milho híbrido UENF 506-8; 

 

2. A estirpe denominada HIII206a obteve os maiores incrementos percentuais em 

resposta à inoculação no milho híbrido UENF 506-8, quando comparada ao 

controle. Essa estirpe, além de ter induzido incrementos percentuais em todas as 

variáveis morfoagronômicas avaliadas, contribuiu em características importantes 

para o desenvolvimento da planta na região, como porte mediano e caule 

espesso; 

 

3. Apesar de ter ocorrido a colonização do milho híbrido UENF 506-8 pela estirpe 

denominada HIII313d, não houve incremento percentual em nenhuma das 

variáveis morfoagronômicas avaliadas, quando comparadas ao controle; 

 

4. Na associação entre as estirpes e o genótipo testados, a resposta à inoculação 

bacteriana pode ser influenciada pela estirpe da bactéria. 
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RESPOSTA FISIOLÓGICA E VARIÁVEIS MORFOAGRONÔMICAS E M 

PLANTAS JOVENS DE TRÊS GENÓTIPOS DE MILHO, INOCULAD OS COM 

Herbaspirillum seropedicae E SUBMETIDOS À SECA 

 
 
 
 

RESUMO 

 

 

 

Três genótipos de milho oriundos do Programa de Melhoramento 

Genético de Milho da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro 

(UENF) – Composto Braquítico Caboclo, Composto Tripsacóide e UENF 506-8 – 

inoculados com a estirpe bacteriana endofítica de Herbaspirillum seropedicae – 

HIII206a – foram testados objetivando-se avaliar, mediante associação bactéria-

planta, o efeito da seca sobre a resposta fisiológica e as variáveis 

morfoagronômicas das plantas. O experimento foi desenvolvido no período de 

maio a julho de 2007, em casa de vegetação, seguindo-se um delineamento 

experimental inteiramente casualisado constituído pelo fatorial 3x2x2 (três 

genótipos, com e sem estresse, na ausência ou presença da bactéria), com 11 

repetições por tratamento. Durante a indução à seca – 39º ao 54º dias após a 

germinação – foram monitoradas as seguintes variáveis: taxa de assimilação 

líquida de CO2 (A); condutância estomática (gs); taxa de transpiração (E); 

concentração intracelular de CO2 (Ci); rendimento quântico máximo do 

fotossistema II (Fv/Fm); rendimento quântico efetivo do fotossistema II (ФPSII); 
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quenching fotoquímico (qP); quenching não-fotoquímico (NPQ); potencial da água 

(ψa); altura da planta e o diâmetro do caule. Terminado o período de indução à 

seca (15 dias após o seu início), as plantas foram colhidas, sendo analisadas as 

variáveis morfoagronômicas matéria fresca e seca da raiz e da parte aérea e área 

foliar, bem como a contagem bacteriana. A seca imposta foi confirmada pela 

queda no potencial da água de todas as plantas estressadas após os 15 dias 

consecutivos de estresse. A redução na taxa de assimilação líquida de CO2 de 

todas as plantas inoculadas ou não inoculadas e submetidas à seca foi 

amplamente dependente do fechamento dos estômatos (representado pela 

condutância estomática) que, por sua vez, contribuiu para reduzir a taxa de 

transpiração e, conseqüentemente, a perda de água, além de determinar o 

aumento na concentração intracelular de CO2. Durante todo o período em que 

essas plantas permaneceram submetidas à seca, não foi observado nenhum tipo 

de dano na atividade do fotossistema II delas, pois o rendimento quântico máximo 

do fotossistema II, rendimento quântico efetivo do fotossistema II e o quenching 

fotoquímico foram pouco afetados. A única variável de fluorescência da clorofila a 

que apresentou diferenças significativas entre os genótipos durante todo o 

período de seca avaliado foi o quenching não-fotoquímico, isto é, o mecanismo de 

dissipação de energia não-radioativa. Reduções na altura das plantas, no 

diâmetro do caule e, principalmente, nas variáveis morfoagronômicas encontradas 

neste trabalho foram determinadas pela redução na taxa de assimilação líquida 

de CO2, devido ao fechamento estomático em resposta à seca. Portanto, a 

avaliação conjunta destes resultados indica que a seca em plantas jovens de 

milho limita a assimilação líquida de CO2 reduzindo o crescimento delas, o que 

contribui negativamente para a sua produtividade no futuro. Além disso, foi 

observada uma variabilidade entre os genótipos em termos de resposta fisiológica 

à seca, com destaque para o genótipo Composto Braquítico Caboclo não-

inoculado com a bactéria em estudo. Este genótipo se apresentou menos 

suscetível à seca, porém o mesmo ocorreu com o genótipo UENF 506-8 quando 

inoculado. 
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ABSTRACT 

 

 

 

Three maize genotypes of the maize genetic breeding program of the 

Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) - Compound 

Braquítico Caboclo, Compound Tripsacóide and UENF 506-8 - inoculated with an 

endophytic bacterial strain of Herbaspirillum seropedicae - HIII206a - were tested 

to evaluate the bacteria-plant association under the effect of drought on the 

physiological response and morpho-agronomic variables of the plants. The 

experiment was conducted from May to July 2007 in a greenhouse, based on a 

completely randomized factorial design (3x2x2 - three genotypes, with and without 

stress, in absence or presence of bacteria), with 11 replications per treatment. 

During the induced drought – from the 39th to the 54th day after germination - the 

following variables were monitored: net CO2 assimilation rate (A), stomatal 

conductance (gs); transpiration rate (E); intracellular CO2 concentration (Ci) ; 

maximum quantum yield of photosystem II (Fv/Fm); effective quantum yield of 

photosystem II (ФPSII); photochemical quenching (qP); non- photochemical 

quenching (NPQ); water potential (ψa); stem height and diameter. After the 

drought period (after 15 days), the plants were harvested and the morpho-

agronomic variables root and shoot fresh and dry matter and leaf area examined 

and the bacteria counted. The drought was confirmed by a drop in water potential 

of all stressed plants after 15 consecutive days of drought. The reduction in the net 

CO2 assimilation rate of all inoculated or non inoculated plants under drought was 

largely dependent on stomata closure (represented by stomatal conductance), 

which in turn helped to reduce the transpiration rate and consequently the water 

loss, besides determining the increase in intracellular CO2 concentration. 

Throughout the drought period, no impact was observed on the activity of 

photosystem II of the plants, since the yield maximum quantum of photosystem II, 

effective quantum yield of photosystem II and photochemical quenching were little 

affected. The only variable of chlorophyll a fluorescence with significant 

differences between the genotypes in the drought period was the estimated non-

photochemical quenching, that is, the dissipation mechanism of non-radioactive 

energy. Reductions in plant height, stem diameter and particularly in the morpho-
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agronomic variables in this study were measured by the reduction of net CO2 

assimilation rate due to stomatal closure in response to drought. Therefore, the 

joint assessment of these results indicates that drought in young maize plants 

limits net CO2 assimilation which reduces growth and affects future yields. 

Moreover, a variation was observed among genotypes in terms of physiological 

response to drought and in the genotype compound Braquítico Caboclo with no 

inoculation of the bacterium under study. This genotype was less drought-

susceptible, altough genotype UENF 506-8 performed similarly when inoculated. 

 
 
 
 

3.5. INTRODUÇÃO 

 

 

 

Sendo uma planta de origem tropical, o milho exige, durante o seu 

período vegetativo, calor e principalmente água para se desenvolver e produzir 

satisfatoriamente, proporcionando produtividades compensadoras (Figueredo 

Júnior, 2004). 

As respostas mais proeminentes das plantas à seca, segundo McCree e 

Fernández (1989), consistem no fechamento dos estômatos, no decréscimo da 

produção da área foliar e na aceleração da senescência das folhas seguida de 

sua abscisão. Porém, o decréscimo na produção da área foliar é evitado 

geralmente pelo processo de ajustamento osmótico, que permite a planta manter 

a turgescência das suas células e conseqüentemente o crescimento vegetativo 

em níveis satisfatórios, mesmo sob baixos valores de potencial de água da planta 

(Morgan, 1984). O fechamento estomático, oriundo da redução da turgescência 

das células-guarda do estômato (Silva et al., 2001), pode causar severa inibição 

da fotossíntese, mesmo em plantas C4, sobretudo em razão da maior resistência 

difusiva à entrada do CO2 (Kaiser, 1987). A senescência e a abscisão das folhas, 

por sua vez, são acarretadas pelo fato de o solo seco não poder fornecer 

nitrogênio suficiente para suprir as necessidades de crescimento da planta, sendo 

o nitrogênio do interior da planta retranslocado das folhas mais velhas para os 

pontos de crescimento; entretanto, a intensidade da senescência depende da 
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quantidade de nitrogênio no solo, das reservas de nitrogênio na planta e da 

demanda de nitrogênio dos pontos de crescimento (Wolfe et al., 1988). Outros 

efeitos típicos da seca incluem a redução na transpiração e na translocação de 

assimilados (Hsiao, 1973). 

Embora as medidas de trocas gasosas sejam importantes para 

determinar a atividade fotossintética, podem não ser eficientes para avaliar os 

efeitos deletérios nos cloroplastos, ocasionados pelas diversas formas de 

estresse abiótico (Durães, 2003). Condições extremas de estresse ambiental 

podem afetar os eventos no tilacóide, interferindo na eficiência da fotossíntese e 

inativando o fotossistema II (PSII) e a cadeia transportadora de elétrons, que dão 

origem ao ATP e ao NADPH2 (Costa et al., 2003). Logo, a manutenção da 

integridade do PSII durante o período de estresse é significante como 

característica de resistência, uma vez que permite recuperação do processo 

fotossintético após o estresse (Liu e Dickmann, 1993). 

Uma alternativa é associar as medidas de trocas gasosas com a 

avaliação da eficiência fotoquímica da fotossíntese, obtida por meio das diversas 

variáveis da fluorescência da clorofila a. Segundo Bolhàr-Nordenkampf et al. 

(1989), o rendimento da fluorescência da clorofila revela o nível de excitação da 

energia no sistema de pigmentos que promove a fotossíntese e fornece subsídios 

para estimar a inibição ou o dano no processo de transferência de elétrons do 

PSII. Além disso, é uma técnica rápida, não-destrutiva e sensível, constituindo 

importante avanço em estudos ecofisiológicos de plantas (Krause e Weiss, 1991). 

Sendo assim, o monitoramento da fluorescência da clorofila a, juntamente com o 

monitoramento das trocas gasosas pelas plantas, pode ser útil na identificação da 

capacidade de tolerância das plantas à seca. 

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da seca em 

plantas jovens de três genótipos de milho oriundos do Programa de 

Melhoramento Genético de milho da Universidade Estadual do Norte Fluminense 

Darcy Ribeiro (UENF) – Composto Braquítico Caboclo, Composto Tripsacóide e 

UENF 506-8 – inoculados com a estirpe bacteriana endofítica Herbaspirillum 

seropedicae, estirpe HIII206a, sob o ponto de vista da atividade fotossintética e de 

variáveis morfoagronômicas. 
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3.6. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

O experimento foi conduzido em casa de vegetação do Laboratório de 

Melhoramento Genético Vegetal da UENF, no município de Campos dos 

Goytacazes – RJ. Utilizaram-se três genótipos de milho inoculados com uma 

estirpe de bactéria diazotrófica endofítica, cultivados a partir de sementes em 

vasos feitos de garrafas “PET” (uma planta por garrafa) contendo o substrato 

comercial Plantmax®. As plantas foram irrigadas com água corrente até o 39º dia 

após a germinação (d.a.g.), quando teve início o estresse por falta d’água, 

imposto pela suspensão da irrigação. 

 

3.6.1. Material vegetal 

 

As sementes de milho dos genótipos Composto Braquítico Caboclo, 

Composto Tripsacóide e UENF 506-8, obtidos pelo Programa de Melhoramento 

Genético do milho da UENF, e utilizadas no experimento, foram doadas pelo 

coordenador do programa, o professor Messias Gonzaga Pereira. 

Dentre as atuais variedades comerciais de milho, o híbrido conhecido 

como UENF 506-8 (geração mais avançada do híbrido interpopulacional UENF 

506-6) foi desenvolvido pelo Programa de Melhoramento Genético do Milho da 

Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) via seleção 

recorrente recíproca de famílias de irmãos completos. As populações base foram 

originadas de uma permuta de material genético de milho entre a Universidade 

Federal de Viçosa (UFV) e a UENF. Esse híbrido, apesar de sensível a seca, 

apresenta internódios curtos, folhas largas, colmo grosso e elevado índice de 

prolificidade (a maioria das plantas com duas espigas comerciais), florescendo 

aos 68 dias após o plantio, com maturação aos 140 dias (Messias Gonzaga 

Pereira, informações pessoais). 

O genótipo denominado Composto Tripsacóide, que apresenta 

características intermediárias no que tange a resistência a seca, originou-se da 

recombinação de quatro genótipos de Tripsacóides (T1, T2, T3 e T5) que, por sua 

vez, tiveram origem de cruzamentos entre linhagens de milho e Tripsacum spp. O 
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gênero Tripsacum, um dos mais próximos do gênero Zea, caracteriza-se pela 

resistência ou tolerância à seca, às pragas e a problemas de fertilidade do solo 

(Harlan e de Wet, 1971; Cohen e Galinat, 1984; Smith, 1985). Segundo Lemos 

(2001), populações de Tripsacum sp. provenientes das pesquisas dos professores 

Jack Harlan e Johann de Wet, depois de introduzidas para estudo no Brasil pelo 

pesquisador Joachim von Büllow, inicialmente na Universidade de Brasília (UnB) 

e a partir de 1993 na UENF, foram cruzadas com linhagens de milho portadoras 

de caracteres para maior resistência à seca durante a floração. As populações 

obtidas foram, então, cruzadas com cultivares de milho de grande capacidade 

produtiva na região de Brasília e, após seleção entre e dentro de famílias de 

meio-irmãos e um ciclo de recombinação em seleção massal, resultaram nos 

quatro genótipos de Tripsacóides formadores do composto. Logo, os tripsacóides 

apresentam, além de uma produção estável, genes que conferem resistência a 

doenças e ao estresse ambiental, conforme relatado por Stalker et al. (1977). 

Já o Composto Braquítico Caboclo, também desenvolvido pelo Programa 

de Melhoramento Genético do Milho da UENF, é um genótipo resistente a seca e 

originou-se da recombinação de cinco genótipos caboclos (oriundos de 

produtores rurais) com o genótipo Piranão. Inicialmente, tais genótipos caboclos 

(homozigotos dominantes para porte alto) foram cruzados individualmente com o 

genótipo Piranão (homozigoto recessivo para porte baixo), resultando em cinco 

populações F1 heterozigotas e distintas. Após a autofecundação e avaliação da 

população segregante, foram selecionadas as plantas homozigotas recessivas de 

cada cruzamento para gerar o então Composto Braquítico Caboclo (Messias 

Gonzaga Pereira, informações pessoais). 

Apesar de o fato destes genótipos terem se originado em programas de 

melhoramento vegetal, Silva (2005) ressalta que o progresso desses programas 

seria maior se condições de estresse fossem incluídas durante a seleção. No 

entanto, quase sempre isto não é possível, havendo a necessidade de se 

estabelecerem estudos específicos do efeito de diferentes estresses na cultura 

estudada. 
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3.6.2. Inoculação do material microbiológico  

 

Foi utilizada a estirpe bacteriana denominada HIII206a, isolada de raízes 

de milho (Zea mays), variedade BR 451, e doada pelo Dr. Fábio Bueno dos Reis 

Júnior, pesquisador da Embrapa Cerrados. A escolha por essa estirpe deu-se 

através de experimentos preliminares utilizando-se como material vegetal o 

híbrido UENF 506-8. A bactéria foi crescida em meio de cultivo líquido DYGS 

(Rodrigues Neto et al., 1986), sob agitação constante a 100 rpm, durante um 

período aproximado de 24 horas à temperatura de 30 ºC. A suspensão bacteriana 

ajustada para o número de células equivalente a 108 células por mililitro de meio 

de cultivo foi aplicada diretamente sobre as sementes de milho (um mililitro por 

semente), contidas na superfície do substrato. 

 

3.6.3. Aplicação dos tratamentos e delineamento exp erimental 

 

Do total das sementes utilizadas para cada genótipo de milho (88 

sementes por genótipo), 50%, ou seja, 44 sementes de cada genótipo foram 

inoculadas com a estirpe bacteriana HIII206a a fim de compor os tratamentos 

inoculados. As demais sementes (44 restantes) não receberam inoculação e, 

portanto, representaram o controle. No 38º d.a.g., isto é, no dia anterior ao início 

das análises, foi realizada uma seleção aleatória destas plantas para compor o 

experimento, ou seja, 44 plantas por genótipo, sendo 22 inoculadas e 22 não 

inoculadas das quais 50% (11 inoculadas e 11 não inoculadas) foram 

estressadas. O estresse através da seca foi, por sua vez, imposto no 39º d.a.g. 

através da suspensão da irrigação. 

As plantas foram então divididas, casualmente, em três grupos: i) um 

grupo contendo cinco repetições por tratamento, utilizado para as avaliações 

morfo-agronômicas (altura da planta, diâmetro do caule, área foliar, matéria fresca 

e matéria seca da raiz e da parte aérea) e contagem bacteriana; ii) um grupo 

contendo três repetições por tratamento, utilizado para as avaliações de trocas 

gasosas e fluorescência da clorofila a e; iii) um grupo contendo três repetições por 

tratamento, utilizado para a avaliação do potencial da água. 
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualisado 

constituído pelo fatorial 3x2x2 (três genótipos de milho, com e sem estresse 

hídrico, na ausência ou presença da bactéria), com 11 repetições. 

 

3.6.4. Avaliação do potencial da água  

 

A avaliação do potencial da água (Ψa) foi realizada no período antemanhã 

usando uma bomba de pressão (Modelo 3005, Soil Moisture). Duas medidas 

foram realizadas: uma medida no 39º d.a.g., tomada como referência (tempo 

zero) e uma medida no 54º d.a.g., último dia de análise das plantas. 

 

3.6.5. Medidas de trocas gasosas e variáveis climát icas 

 

As avaliações de trocas gasosas foram feitas no período de 07h30min às 

11h diretamente na casa de vegetação do LMGV, a partir do início da imposição 

do estresse (39º d.a.g.), em intervalos de três dias até a obtenção do ponto 

máximo de estresse (51º d.a.g.). O ponto máximo de estresse foi identificado 

como sendo o tempo (em dias) em que a assimilação líquida de CO2 (A) foi 

próxima ou igual a zero. 

Além de A, foram avaliadas a condutância estomática (gs), a transpiração 

(E) e a concentração intracelular de CO2 (Ci). Os valores foram obtidos a partir da 

média da triplicata, feita em cada uma das três repetições, de cada um dos 

tratamentos, com um sistema portátil de fotossíntese (CIRAS-2, PP System) 

usando-se a porção mediana da folha mais jovem completamente expandida. Foi 

utilizado um fluxo de fótons fotossintetizantes (FFF) de 2000 µmol m-2 s-1 

fornecido por uma lâmpada alógena do próprio equipamento e 375 ppm de CO2 

de refrência também fornecido pelo equipamento. 

Para o monitoramento das variáveis climáticas dentro da casa de 

vegetação do LMGV, foram instalados sensores de umidade relativa do ar (UR) e 

temperatura (t) (WhatchDog modelo 450, Spectrum Technologies). Ambos foram 

programados para coletar e armazenar dados a cada 15 minutos. 

A partir dos dados armazenados de umidade relativa do ar e temperatura, 

foi possível calcular os valores do déficit de pressão de vapor atmosférico (DPV), 

segundo a equação apresentada por Naves-Barbiero et al. (2000): 
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DPV = 0,611375et * (1 – UR/100) 

 

onde t é calculado pela equação: 

 

t = 17,502 * (Tar) / (240,97 + Tar) 

 

3.6.6. Medidas de fluorescência da clorofila a 

 

Para as avaliações da fluorescência da clorofila a, utilizou-se um 

fluorímetro modulado (Modelo FMS 2, Hansatech) seguindo a metodologia do 

pulso de saturação, descrita por Schreiber et al. (1994). Para tanto, utilizaram-se 

as duas folhas mais jovens de cada planta, completamente expandidas. Os 

valores foram obtidos no período de 13h30min a 15h a partir da média das duas 

folhas, feita em cada uma das três repetições, de cada um dos tratamentos, no 

39º, 42º, 45º, 48º, 51º e 54º d.a.g., perfazendo um total de seis avaliações. 

Antes das análises de fluorescência, as folhas permaneceram pré-

adaptadas ao escuro por um período de 30 minutos, objetivando-se a completa 

oxidação dos componentes do sistema de transporte de elétrons. Tal adaptação, 

na realidade, correspondeu apenas a uma área circular do limbo foliar, de cerca 

de quatro milímetros de diâmetro, sendo obtida por meio de pinças com um 

sistema de janela que permite a sua abertura quando da medição, ou fechamento 

para adaptação ao escuro. 

A partir do emprego de um pulso de luz saturante de 18.000 µmol m-2 s-1 

(100% da intensidade do equipamento), foram determinadas as seguintes 

variáveis: fluorescência inicial (F0), fluorescência máxima (Fm), fluorescência 

variável (Fv) e o rendimento quântico máximo do fotossistema II (Fv/Fm). Após 30 

segundos, as folhas foram então adaptadas à luz, por um período de 10 

segundos, utilizando-se uma luz actínica de 300 µmol m-2 s-1. Através de um 

segundo pulso saturante de mesma intensidade, foram determinadas as variáveis: 

Fs, Fm’, Fv’, ФFSII, qP e o NPQ. Estas últimas foram calculadas de acordo com as 

seguintes fórmulas (Schreiber et al., 1994): 

 

 ФFSII = ∆F/Fm’ = (Fm’ – Fs)/Fm’ 

 qP = (Fm’ – Fs)/(Fm’ – F0’) 
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 NPQ = (Fm – Fm’)/Fm’ 

 

onde: 

 

Fs: fluorescência no steady state (equilíbrio); 

Fm’: fluorescência máxima obtida em folhas adaptadas à luz; 

Fv’: fluorescência variável obtida em folhas adaptadas à luz; 

ФFSII: rendimento quântico efetivo do fotossistema II; 

qP: quenching fotoquímico; 

NPQ: quenching não-fotoquímico. 

 

3.6.7. Variáveis morfoagronômicas  

 

A variável altura da planta, compreendida entre o colo da planta e a 

emergência das novas folhas, medida com uma régua metálica de 30 cm, bem 

como o diâmetro do caule, medido com o auxílio de um paquímetro digital 

(Modelo Starrett 727), foram avaliados a partir do 39º d.a.g., em intervalos de três 

dias, perfazendo um total de cinco avaliações (39º, 42º, 45º, 48º e 51º d.a.g.). Já 

as variáveis correspondentes à matéria fresca e matéria seca da parte aérea e da 

raiz e à área foliar foram determinadas a partir da coleta das plantas no 55º d.a.g. 

Antes de realizar as medidas de matéria fresca, as raízes das plantas foram 

lavadas em água corrente para a remoção do substrato aderido, sendo, em 

seguida, separadas da parte aérea. A fim de se obterem os referidos valores, 

utilizou-se um medidor de área foliar (Modelo 3100, LI-COR) e uma balança 

analítica (Modelo PR 1000, Núcleo). Após as medidas de matéria fresca, tanto as 

raízes como as partes aéreas das plantas permaneceram em estufa a 60 ºC 

durante sete dias, antes de serem feitas as medidas de matéria seca. 

 

3.6.8. Contagem bacteriana  

 

Para a realização da contagem bacteriana, foram utilizadas três 

repetições de cada um dos tratamentos do experimento.  

Aos 55° d.a.g., amostras de um grama de cada raiz c oletada foram 

lavadas, individualmente, em água corrente e posteriormente maceradas em 9 mL 
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de solução salina (¼ dos sais do meio de cultivo JNFb). Em seguida, cada 

macerado foi diluído quatro vezes, também em solução salina, de forma seriada 

(de 10-3 a 10-6), e alíquotas de 0,1 mL referentes a cada diluição foram inoculadas 

em frascos contendo 5 mL de meio de cultivo semi-sólido JNFb (Baldani et al., 

1992), perfazendo um total de três repetições por diluição. Os frascos 

permaneceram então incubados a 30 ºC por cinco dias. 

O número de bactérias presentes nas raízes foi, por sua vez, estimado 

com o auxílio da tabela de McCrady mediante a formação de película 

característica na superfície dos meios de cultura (película esbranquiçada). Essa 

metodologia é conhecida como Número Mais Provável (NMP) e foi descrita por 

Döbereiner et al. (1995). 

O tratamento controle foi constituído pelas amostras de raízes de plantas 

não inoculadas mantidas sob as mesmas condições de desenvolvimento. 

 

3.6.9. Análise estatística dos dados 

 

O efeito da interação entre os tratamentos em todas as variáveis 

avaliadas, com exceção da contagem bacteriana, foi avaliado estatisticamente 

com o software SAS (Statistical Analysis System) através da análise de variância 

feita pelo teste F (5%). Quando detectada significância, utilizou-se: i) o software 

Genes para a comparação das médias das variáveis morfoagronômicas (exceto 

altura da planta e diâmetro do caule) e do potencial da água, através do teste de 

Tukey (5%) e ii) o software Origin 8.0 para plotar os dados de resposta fisiológica 

(medidas de trocas gasosas e medidas de fluorescência da clorofila a), além da 

altura da planta e diâmetro do caule, por meio da regressão dos dados, segundo 

equações polinomiais. Para a comparação das médias dentro da contagem 

bacteriana foi utilizado o teste de Tukey (5%). 
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3.7. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Os três genótipos de milho estudados (Composto Braquítico Caboclo - 

CBC, Composto Tripsacóide - CT e UENF 506-8 - U) tiveram quedas significativas 

na taxa de assimilação líquida de CO2 (A) (Figuras 1A e 1B), na condutância 

estomática (gs) (Figuras 1C e 1D) e na taxa de transpiração (E) (Figuras 2A e 2B) 

em resposta à indução à seca, quando comparadas ao controle (plantas não 

estressadas). Resultados semelhantes também foram observados por Xu e Zhou, 

(2006), trabalhando com uma espécie de gramínea perene (Leymus chinensis) 

submetida ao efeito combinado de seca e alta temperatura, e Souza et al. (2004), 

trabalhando com plantas de feijão (Vigna unguiculata) submetidas à seca e à 

recuperação hídrica. Por outro lado, a concentração intracelular de CO2 (Ci) 

aumentou em todos os três genótipos, após a imposição do estresse (Figuras 2C 

e 2D). 

Nas plantas inoculadas com a bactéria, houve uma redução menos 

acentuada na taxa de assimilação líquida de CO2 e na taxa de transpiração no 

genótipo U. Paralelamente, os resultados mostraram níveis mais baixos na 

concentração intracelular de CO2 neste genótipo, destacando-se dos demais, 

principalmente, entre o 6º e 9º dia sob seca (Figuras 1A, 2A e 2C). Por outro lado, 

observaram-se respostas semelhantes nas plantas não inoculadas, com destaque 

para a redução não acentuada também na condutância estomática no genótipo 

CBC (Figuras 1B, 1D, 2B e 2D). 

No 12º dia de avaliação (ponto máximo de estresse), os valores 

registrados para a assimilação líquida de CO2 tiveram uma queda de 99%, 100% 

e 86%, respectivamente para os genótipos inoculados CBC, CT e U. Nos 

genótipos não inoculados, a queda verificada nesta variável foi de 94% no 

genótipo CBC e aproximadamente 100% nos genótipos CT e U, em relação ao 

controle (Figuras 1A e 1B). A concentração intracelular de CO2, por sua vez, teve 

no 12º dia de avaliação um aumento em torno de 150% em relação ao controle 

nos genótipos inoculados e um aumento variando de 25% a 150%, 

aproximadamente, nos genótipos não-inoculados (Figuras 2C e 2D). 
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Figura 1 - Taxa de assimilação líquida de CO2, A, (A e B) e condutância 

estomática, gs, (C e D) em plantas jovens de três genótipos de milho, inoculados 

(A e C) e não-inoculados (B e D) com a bactéria diazotrófica endofítica 

Herbaspirillum seropedicae, estirpe HIII206, submetidas à seca em casa de 

vegetação. Os dados representam a média de três repetições e a barra de erro, o 

desvio padrão da média. 

 

Destaque para o genótipo U que em associação com a bactéria registrou 

níveis baixos de concentração intracelular de CO2 até o 9º dia sob seca, a partir 

do qual se igualou aos níveis dos demais genótipos no 12º dia (Figura 2C). Este 

genótipo, quando não-inoculado, destacou-se dos demais apresentando os níveis 

mais altos de concentração intracelular de CO2 (Figura 2D). A sua condutância 

estomática, por sua vez, caiu entre 85% e 80% em relação ao controle, nas 

plantas inoculadas e não inoculadas, respectivamente (Figuras 1C e 1D). 
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Em geral, a taxa de transpiração caiu com a imposição da seca. A queda 

foi menos intensa no genótipo U inoculado, igualando-se, entretanto, aos demais 

genótipos inoculados ao final da avaliação (Figura 2A). Nas plantas não 

inoculadas, a queda na transpiração foi menos intensa no genótipo CBC. Após 12 

dias de seca, a transpiração nas plantas do genótipo CBC foi de 

aproximadamente 30% em relação ao controle, enquanto nos demais genótipos 

foi de cerca de 20% (Figura 2B). 
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Figura 2 - Taxa de transpiração, E, (A e B) e concentração intracelular de CO2, Ci, 

(C e D) em plantas jovens de três genótipos de milho, inoculados (A e C) e não-

inoculados (B e D) com a bactéria diazotrófica endofítica Herbaspirillum 

seropedicae, estirpe HIII206, submetidas à seca em casa de vegetação. Os dados 

representam a média de três repetições e a barra de erro, o desvio padrão da 

média. 
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De acordo com Krieg (1993) e Larcher (2000), uma das primeiras 

tentativas das plantas em manter o seu status hídrico é efetivar o fechamento dos 

estômatos. Esse fechamento estomático, por sua vez, é conseqüência do 

aumento na concentração de ácido abscíssico (ABA) no xilema das plantas, 

produzido provavelmente na coifa das raízes em resposta a um ligeiro 

ressecamento do solo, mesmo que esse ressecamento não afete as relações 

hídricas da parte aérea (Pimentel e Rossielo, 1995). Porém, ressalta-se que 

decréscimos no potencial da água da planta, fruto da seca, diminuem a 

turgescência das células-guarda dos estômatos determinando também o 

fechamento deles. Ainda segundo Mott (1990), os estômatos respondem à 

concentração intracelular de CO2 ajustando a difusão desse gás para a 

fotossíntese. Assim, se outros fatores permanecem inalterados, elevada Ci resulta 

também num decréscimo da condutância estomática. Isto justifica, portanto, as 

quedas simultâneas na taxa de assimilação líquida de CO2, na condutância 

estomática e na taxa de transpiração observadas nos três genótipos durante a 

seca. 

Por outro lado, ficou claro que o aumento na concentração intracelular de 

CO2 foi proporcional à queda na taxa de assimilação líquida de CO2 nos três 

genótipos. Sugere-se que essa relação inversa seja conseqüência de uma 

possível queda na produção de ATP e NADPH2 necessários ao ciclo de Calvin ou 

até mesmo conseqüência do processo fotorrespiratório. Este último aspecto, por 

sua vez, possui imensa importância fisiológica, pois protege o aparelho 

fotossintético em condições de excesso de radiação ou quando o metabolismo 

fotossintético tem sua atividade decrescida por algum tipo de estresse ambiental 

tanto de caráter abiótico (Ribeiro et al., 2004) como biótico (Ribeiro et al., 2003a). 

Além disso, a fotorrespiração apresenta-se como o principal dreno alternativo de 

elétrons, sendo responsável pelo consumo de ATP e NADPH2 gerados pelas 

reações fotoquímicas (Kozaki e Takeba, 1996), corroborando assim as sugestões 

descritas para justificar o aumento na Ci. 

Os resultados mostraram, portanto, que o genótipo U, quando inoculado, 

teve a sua taxa de assimilação líquida de CO2 menos alterada pela seca enquanto 

o genótipo CT apresentou a maior concentração intracelular de CO2. Já nos 

genótipos não-inoculados, a concentração intracelular de CO2 foi maior no 

genótipo U e menor no genótipo CBC. 
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Os resultados das variáveis de fluorescência da clorofila a mostraram que 

o rendimento quântico máximo do fotossistema II (PSII), determinado pela razão 

Fv/Fm, foi pouco afetado após 15 dias consecutivos de seca. 
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Figura 3 - Rendimento quântico máximo, Fv/Fm, (A e B) e rendimento quântico 

efetivo, ФPSII, (C e D) do fotossistema II em plantas jovens de três genótipos de 

milho, inoculados (A e C) e não-inoculados (B e D) com a bactéria diazotrófica 

endofítica Herbaspirillum seropedicae, estirpe HIII206, submetidas à seca em 

casa de vegetação. Os dados representam a média de três repetições e a barra 

de erro, o desvio padrão da média. 

 

A razão Fv/Fm, com dados relativos ao controle, apresentou redução 

máxima de 21% para o genótipo CBC nas plantas inoculadas e redução de 18% 

para o genótipo U nas plantas não inoculadas (Figuras 3A e 3B). Entre os 
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genótipos, porém, não foi observada nenhuma diferença significativa (P < 0,05) 

em relação ao rendimento quântico máximo nas plantas com ou sem inoculação 

da bactéria. Este rendimento quântico expressa a eficiência de captura de energia 

de excitação pelos centros de reação abertos do PSII (Baker, 1991; Krause e 

Weis, 1991), refletindo a máxima capacidade fotoquímica do PSII. 

Segundo Björkman e Demming (1987), o declínio da razão Fv/Fm em 

plantas submetidas a estresse ambiental, por seca ou alta temperatura, indica a 

ocorrência de dano fotoinibitório nos centros de reação do PSII. Visto a razão 

Fv/Fm ter sido pouco afetada, acredita-se que este tipo de dano não tenha ocorrido 

nos três genótipos de milho inoculados ou não-inoculados avaliados durante o 

período de seca. Assim como neste trabalho, experimentos conduzidos por Souza 

et al. (2004) e Xu e Zhou (2006) não registraram grandes alterações na razão 

Fv/Fm, sugerindo que esta não se apresenta como uma ferramenta ideal para 

análises ecofisiológicas de plantas submetidas à seca. 

O rendimento quântico efetivo do PSII (ФPSII), assim como a razão Fv/Fm, 

também foi pouco afetado nas plantas inoculadas e submetidas à seca (Figura 

3C). Após 15 dias consecutivos sob seca, o rendimento quântico efetivo diminuiu 

32%, 30% e 36%, respectivamente, nos genótipos CBC, CT e U. Nas plantas não 

inoculadas, a redução no rendimento quântico efetivo foi de cerca de 26% entre o 

início e o final do período de seca nos genótipos CT e U, enquanto que no 

genótipo CBC, apesar do rendimento quântico efetivo apresentar alguma variação 

durante todo o período avaliado, não foi verificada diferença entre o início e o final 

do período de seca, no 15º dia (Figura 3D). 

Decréscimos no rendimento quântico efetivo do PSII, que reflete a 

proporção de elétrons do PSII que serão utilizados na fase fotoquímica da 

fotossíntese para redução do NADP+ a NAPH2, já foram bem caracterizados por 

Backer (1993). Esse autor aponta para um aumento da probabilidade da 

dissipação dos fótons absorvidos pelo complexo coletor na forma de calor, 

resultando em regulação inibitória da atividade fotossintética (down-regulation of 

photosynthesis), devido à seca. 

O quenching fotoquímico (qP) das plantas inoculadas permaneceu 

constante nos três genótipos durante todo o período de seca com médias de 

103%, 99% e 96% respectivamente, para CBC, CT e U (Figura 4A). Já nas 

plantas não inoculadas, a variável qP permaneceu praticamente com valores 
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médios de 98% para o genótipo CBC, 105% para o genótipo CT e apresentou 

uma pequena redução de 11% entre o início e o final do período de seca para o 

genótipo U (Figura 4B). Sendo assim, mesmo sob seca intensa, esta variável 

tendeu a se manter estável, apresentando-se menos susceptível ao período de 

seca. 
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Figura 4 - Quenching fotoquímico, qP, (A e B) e quenching não-fotoquímico, NPQ, 

(C e D) do fotossistema II em plantas jovens de três genótipos de milho, 

inoculados (A e C) e não-inoculados (B e D) com a bactéria diazotrófica endofítica 

Herbaspirillum seropedicae, estirpe HIII206, submetidas à seca em casa de 

vegetação. Os dados representam a média de três repetições e a barra de erro, o 

desvio padrão da média. 
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Os resultados anteriores mostraram, portanto, que não houve diferença 

significativa nas variáveis ФPSII e qP, nas plantas inoculadas. Entretanto, tal 

tendência não foi observada nas plantas não inoculadas sendo, verificadas, no 

final do período de seca, diferenças significativas entre os genótipos, em ambas 

as variáveis (Figuras 3D e 4B). 

As respostas de indução fotossintética obtidas durante o período de seca 

apresentaram também um aumento do quenching não-fotoquímico (NPQ) nos três 

genótipos, em ambos os tratamentos de inoculação, quando comparados com o 

controle (Figuras 4C e 4D). Nos genótipos CBC e CT inoculados, o quenching não 

fotoquímico foi crescente até próximo do 9º dia de estresse, quando então iniciou 

queda até o final das avaliações (15º dia). Já o genótipo U inoculado apresentou 

níveis de quenching não-fotoquímico crescente durante os 15 dias sob seca 

(Figura 4C). Nas plantas não inoculadas, foi observada uma tendência, em geral, 

crescente para a variável NPQ, nos três genótipos avaliados (Figura 4D). Nestas 

plantas, o quenching não-fotoquímico aumentou em cerca de 300% entre o início 

e o final do período de seca (15º dia). 

Esta variável, dentre todas as utilizadas para se avaliar a fluorescência da 

clorofila a, é a responsável por indicar a eficiência da dissipação de energia 

luminosa na forma de calor (não-fotoquímica) em razão do aumento no gradiente 

de prótons entre o lúmen e o estroma do cloroplasto (Genty et al., 1989; Maxwell 

e Johnson, 2000). Logo, a variável NPQ se apresenta como uma ferramenta útil 

para avaliar efetivamente o nível de proteção do PSII contra danos fotoquímicos 

(Streit et al., 2005), apesar do mesmo reduzir o rendimento quântico efetivo do 

PSII, como sugerido por Backer (1993). Porém, a probabilidade da dissipação dos 

fótons absorvidos pelo complexo coletor na forma de calor em plantas submetidas 

a estresses, descrita por este autor, corrobora não só os resultados encontrados 

neste experimento para a variável NPQ como também os resultados obtidos por 

Maxwell e Jonhson (2000), trabalhando com feijão (Vigna unguiculata). 

Observou-se, contudo, que as plantas inoculadas não demonstraram 

nenhuma resposta relacionada a um melhor desempenho da atividade 

fotossintética quando submetidas a um período de 15 dias de seca. Deve-se 

ressaltar, entretanto, uma pequena variação no padrão de resposta do genótipo U 

quando inoculado, destacando-se em relação aos demais genótipos. 
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Nos resultados das variáveis agronômicas apresentadas na Figura 5, 

observou-se, nos três genótipos, tanto inoculados como não-inoculados uma 

redução na altura e no diâmetro do caule das plantas submetidas à seca por um 

período de 12 dias consecutivos. O genótipo CT foi o que apresentou a maior 

redução na altura das plantas (54% no tratamento inoculado e 51% no tratamento 

não-inoculado) enquanto nos demais genótipos a redução foi de 33% e 39% 

respectivamente para o genótipo CBC e U quando inoculados e de 29% e 37%, 

respectivamente para ambos quando não-inoculados (Figura 5A e 5B). 
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Figura 5 - Altura da planta e diâmetro do caule em plantas jovens de três 

genótipos de milho submetidas a um período de 12 dias consecutivos de seca, 

inoculadas ou não inoculadas com a bactéria diazotrófica endofítica 

Herbaspirillum seropedicae, estirpe HIII 206, em casa de vegetação. Dados 

referentes à média de cinco repetições. 
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Porém, a redução encontrada no diâmetro do caule, resultante da tensão 

gerada nos elementos de vaso do xilema devido à falta d’água imposta pela seca, 

não mostrou diferença significativa (P < 0,05) entre os genótipos em nenhum dos 

dois tratamentos de inoculação, alcançando reduções máximas de 60% nas 

plantas inoculadas (genótipo U) e de 59% naquelas não inoculadas (genótipo CT) 

(Figuras 5C e 5D). De acordo com Páez et al. (1995), uma redução na absorção 

de água e a conseqüente desidratação das células comprometem processos 

fisiológicos relacionados com os componentes de crescimento dos vegetais 

resultando, de fato, em plantas menores, como o observado neste trabalho. 

Segundo Petry (1991), os processos fisiológicos comprometidos pela falta d’água 

a que se referem Páez et al. (1995) são a divisão celular, expansão celular e a 

fotossíntese. 

É válido ressaltar que a paralisação do crescimento das plantas 

estressadas por falta d’água em comparação às plantas controle reafirma os 

resultados obtidos pelas variáveis de assimilação, ou seja, não havendo fixação 

de CO2 em compostos orgânicos não há crescimento. 

Nas outras variáveis agronômicas apresentadas na Tabela 1, foram 

observadas diferenças significativas (P < 0,05) entre os genótipos não submetidos 

à seca (NE – controle) na matéria fresca da parte aérea (MFPA), matéria seca da 

parte aérea (MSPA) e área foliar (AF), tanto nas plantas inoculadas como 

naquelas não inoculadas (controle). Apesar de não ter sido observado o mesmo 

padrão de resposta nas variáveis de matéria fresca da raiz (MFR) e matéria seca 

da raiz (MSR), foram verificadas diferenças significativas (P < 0,05) na MFR e 

MSR quando a comparação foi feita entre as plantas não estressadas inoculadas 

e não inoculadas (controle), respectivamente, para o genótipo CBC e para o 

genótipo U. 

O percentual de redução das variáveis MFPA, MSPA e AF ocasionado 

pela seca variou de 78,7% (MSPA do genótipo CT) a 88,4% (AF dos genótipos 

CT e U) nas plantas inoculadas, e de 81,2% (MSPA do genótipo CBC) a 90,6% 

(AF do genótipo U) nas plantas não inoculadas. Já para as variáveis MFR e MSR, 

o efeito da seca foi menor. Nestas variáveis o percentual de redução foi de 47,3% 

(MSR do genótipo CBC) e 73,1% (MFR do genótipo CT) nas plantas inoculadas e 

de 34,2% (MSR do genótipo CBC) e 68,5% (MFR do genótipo U) nas plantas não 

inoculadas. 
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Tabela 1 - Matéria fresca da parte aérea (MFPA) e da raiz (MFR), matéria seca da parte aérea (MSPA) e da raiz (MSR), área foliar 

(AF) e porcentagem de redução nas plantas estressadas (R = E/NE x 100) em três genótipos de milho: não-estressado (NE), 

estressado (E), inoculado e não-inoculado, cultivados em casa de vegetação. Dados referentes à média de cinco repetições 

coletadas no 55º dia após a germinação, após 15 dias sob seca. CBC, Composto Braquítico Caboclo; CT, Composto Tripsacóide; U, 

UENF 506-8 

 
 MFPA (g) MFR (g) MSPA (g) MSR (g) AF (mm2) 

Genótipo NE E R(%) NE E R(%) NE E R(%) NE E R(%) NE E R(%) 
Inoculado 

CBC 85,3 B1a 14,7 Aa 82,8 24,8 Aa 7,7 Aa 68,9 25,0 Ba 4,9 Aa 80,4 2,07 Aa 1,09 Aa 47,3 1804,3 Ba 272,4 Aa 84,9 
CT 111,7 Ba 20,1 Aa 82,0 28,3 Aa 7,6 Aa 73,1 31,4 Ba 6,7 Aa 78,7 2,37 Aa 1,04 Aa 56,1 2427,5 Ba 280,4 Aa 88,4 
U 167,3 Aa 22,2 Aa 86,7 26,5 Aa 8,3 Aa 68,7 59,7 Aa 7,5 Aa 87,4 2,66 Aa 1,25 Aa 53,0 3305,6 Aa 384,6 Aa 88,4 

Não Inoculado 
CBC 74,9 Ba2 10,9 Aa 85,4 16,6 Ab 5,9 Aa 64,4 20,8 Ba 3,9 Aa 81,2 1,52 Aa 1,00 Aa 34,2 1659,0 Ca 168,5 Aa 89,8 
CT 127,5 Aa 18,9 Aa 85,2 22,4 Aa 8,6 Aa 61,6 49,3 Aa 6,6 Aa 86,6 1,99 Aa 1,08 Aa 45,7 2362,8 Ba 281,1 Aa 88,1 
U 154,1 Aa 21,6 Aa 86,0 21,3 Aa 6,7 Aa 68,5 59,4 Aa 7,1 Aa 88,0 1,93 Ab 1,02 Aa 47,1 3035,6 Aa 284,8 Aa 90,6 
                

CV% 43,09 25,24 60,13 26,67 32,11 
 
1 Médias seguidas por letras maiúsculas diferentes nas colunas diferem significativamente a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey, entre os genótipos dentro 
de cada tratamento. 
2 Médias seguidas por letras minúsculas diferentes nas colunas diferem significativamente a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey, entre cada genótipo ao 
ser comparado o tratamento inoculado com o tratamento não-inoculado. 
CV% = coeficiente de variação. 
 

 

 



54 
 

 
 

Porém, entre os genótipos não inoculados, o U foi o que apresentou os 

maiores percentuais de redução em todas as variáveis avaliadas (86,0%, 68,5%, 

88,0%, 47,1% e 90,6%, respectivamente, para MFPA, MFR, MSPSA, MSR e AF). 

Essa tendência do genótipo U de apresentar as maiores quedas nas 

variáveis agronômicas em função da seca só não foi mantida para as variáveis 

MFR (com queda de 68,7%) e MSR (com queda de 53%) nas plantas inoculadas 

(Tabela 1). 

Bergonci et al. (2001) trabalharam com plantas do milho híbrido Pionner 

3230 submetidos a diferentes lâminas de irrigação em campo, nas safras 

agrícolas de 1993/94 a 1996/97, sendo o controle representado por plantas sem 

irrigação. Estes autores também encontraram uma redução nas variáveis 

agronômicas das plantas estudadas, isto é, uma redução de 46,3% na matéria 

seca da parte aérea das plantas na safra agrícola de 1993/94, ano em que a 

precipitação foi abaixo da média climática, e uma redução de apenas 24,6% na 

safra agrícola de 1994/95, ano em que a seca foi pouco severa. Para estes 

autores a capacidade dos vegetais em produzir biomassa pode ser definida por 

uma relação fisiológica baseada na quantidade de radiação interceptada pela 

folha e a conversão eficiente dessa radiação em matéria seca através da fixação 

do CO2. Mas segundo Silva (2005), a eficiência de conversão de matéria seca é 

dependente da duração das etapas de desenvolvimento da planta, bem como da 

coincidência dessas etapas com condições de oferta de fatores de produção 

como luz, água, nutrientes, etc. 

McCree e Fernández, (1989) e Taiz e Zeiger, (2004), por sua vez, 

ressaltam que, dentre as respostas mais proeminentes das plantas à seca, está o 

típico fechamento dos estômatos como também o decréscimo da produção de 

área foliar, resultado esse observado na Tabela 1. Outra resposta da planta 

bastante comum, principalmente nas gramíneas, para evitar a perda excessiva de 

água durante a seca, é o enrolamento das folhas (Carlesso, 1993). Assim, a inter-

relação entre estas respostas é de fundamental importância para que a planta 

converta com sucesso o CO2 em matéria seca. 

Sugere-se, portanto, que as porcentagens de redução encontradas neste 

trabalho, nas variáveis agronômicas das plantas estressadas, foram 

conseqüência: i) do fechamento estomático que, além de ter impedido a 

assimilação do CO2, dificultou a translocação dos fotoassimilados (Hsiao, 1973) e 
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ii) do enrolamento das folhas das plantas seguido pela redução da área foliar, que 

acabou por diminuir a quantidade de fótons que poderia ser interceptada pela 

folha, comprometendo a eficiência do processo fotoquímico e, conseqüentemente, 

a síntese de ATP e NADPH2 fundamentais para o processo bioquímico de fixação 

do carbono em compostos orgânicos. 

A seca diminuiu drasticamente o potencial da água (ψa) das plantas em 

todos os três genótipos, tanto nas plantas inoculadas como naquelas não 

inoculadas. Após 15 dias de seca, as plantas apresentaram um ψa médio em 

torno de -2,45 MPa, enquanto nas plantas controle, o ψa médio foi de -0,22 MPa 

(Tabela 2). Bergonci et al. (2000), trabalhando com plantas de milho híbrido 

Pionner 3230 sem irrigação, encontraram valores de ψa das plantas variando de -

1,60 MPa a -2,00 MPa. 

 

Tabela 2 - Potencial da água (Ψa) de três genótipos de milho cultivados em casa 

de vegetação, inoculados e não-inoculados e submetidos ou não à seca por um 

período de 15 dias. CBC, Composto Braquítico Caboclo; CT, Composto 

Tripsacóide e U, UENF 506-8 

 
 Ψa (MPa) 
 Tempo (dias) Tempo (dias) 

Genótipo 0(2) 15(3) 0(2) 15(3) 

 Estressado Não-estressado 
 Inoculado 

CBC    -0,31 A(1) -2,45 A -0,27 A -0,20 A 
CT -0,21 A -2,15 B -0,24 A -0,26 A 
U -0,20 A -2,46 A -0,24 A -0,23 A 
 Não Inoculado 

CBC -0,30 A -2,56 A -0,29 A -0,19 A 
CT -0,22 A -2,57 A -0,23 A -0,18 A 
U -0,16 A -2,52 A -0,13 A -0,22 A 

 
(1) Médias seguidas por letras diferentes nas colunas diferem significativamente a 5% de 
probabilidade, pelo teste de Tukey, entre os genótipos dentro de cada tratamento. 
(2) Dados referentes à média de duas repetições coletadas no 39º dia após a germinação. 
(3) Dados referentes à média de três repetições coletadas no 54º dia após a germinação, 15 dias 
sob seca. 
 

Diferença significativa (P < 0,05) no ψa das plantas dos três genótipos só 

foi encontrada quando as plantas inoculadas foram submetidas à seca. O 

genótipo CT apresentou ψa (-2,15 MPa) maior que aquele apresentado pelos 

demais genótipos. Isto mostra uma diferença do genótipo CT em relação aos 
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outros genótipos, favorecendo-o em condições de seca. Apesar da síntese e 

conseqüente secreção de auxinas pelos endófitos do gênero Herbaspirillum, o 

que promove o crescimento da raiz diretamente pela estimulação da divisão 

celular e elongação da célula vegetal (Patten e Glick, 2002) e, com isso, uma 

maior ampliação da área de exploração do solo e maior absorção de água, a 

associação do endófito com os três genótipos não foi capaz de evitar a drástica 

redução do potencial da água das plantas estressadas como era de se esperar. 

O número de bactérias diazotróficas endofíticas (H. seropedicae, estirpe 

HIII206) isoladas das raízes de plantas jovens de milho em cada um dos três 

genótipos, aos 55 dias após a germinação, está representado na Tabela 3. 

Porém, há de se ressaltar que estes números apresentados representam uma 

estimativa do número de bactérias presentes no material vegetal, uma vez que 

estas são isoladas e mantidas em meio de cultura por cerca de cinco dias antes 

de sua contagem, podendo haver morte de algumas delas durante esse período. 

 
Tabela 3 - Contagem do número de bactérias diazotróficas endofíticas presentes 

em raízes desinfestadas superficialmente de três genótipos de milho cultivados 

em casa de vegetação, inoculados e não-inoculados e submetidos ou não à seca 

por um período de 15 dias. Dados referentes à média de três repetições coletadas 

no 55º dia após a germinação e expressos em logaritmo do número de células por 

grama de massa fresca da raiz. CBC, Composto Braquítico Caboclo; CT, 

Composto Tripsacóide e U, UENF 506-8 

 
 Log do número de cél.g-1 MFR 

Genótipo Estressado Não-estressado 
 Inoculado 

CBC  3,69 A(1)a  3,32 Aa 
CT 3,55 Aa 5,22 Aa 
U 0,00 Ba 4,73 Aa 
 Não-inoculado 

CBC 0,00 Bb(2) 0,00 Bb 
CT 3,25 Aa 5,04 Aa 
U 0,00 Ba 0,00 Bb 

 

(1) Médias seguidas por letras maiúsculas diferentes nas colunas diferem significativamente a 0,1% 
de probabilidade, pelo teste de Tukey, entre os genótipos dentro de cada tratamento. 
(2) Médias seguidas por letras minúsculas diferentes nas colunas diferem significativamente a 1% 
de probabilidade, pelo teste de Tukey, entre cada genótipo ao ser comparado o seu tratamento 
inoculado com o seu tratamento não-inoculado. 
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Nas raízes das plantas do genótipo CT, foi verificada a presença da estirpe 

bacteriana em todas as plantas, inoculadas ou não, independente da aplicação ou 

não do estresse hídrico (Tabela 3). 

Estes resultados demonstram que esse genótipo apresenta uma condição 

favorável à manutenção da estirpe no interior dos seus tecidos, até mesmo em 

condições máximas de seca (após 15 dias consecutivos). A presença da estirpe 

bacteriana nas raízes do genótipo CT não-inoculado pode ser justificada tanto 

pelo fato de não terem sido utilizadas sementes desinfestadas superficialmente 

como pela utilização de substrato e água de irrigação não estéril. Segundo 

Baldani et al. (1995), a disseminação de H. seropedicae através de sementes é 

possível por já terem sido obtidos isolados bacterianos a partir de sementes de 

cereais como o arroz. 

Nas raízes das plantas do genótipo U que foram inoculadas e submetidas à 

seca, não foi encontrado a presença da estirpe bacteriana (Tabela 3). Visto a 

presença da mesma nas raízes das plantas inoculadas, mas não submetidas à 

seca, propõe-se que a sua ausência nas plantas estressadas tenha sido 

determinada pela falta d’água. Uma vez que são nos elementos de vaso do 

xilema os sítios prováveis para o processo de fixação de nitrogênio pelas 

bactérias endofíticas (James et al., 1994; Rolfe et al., 1998), acredita-se ser esse 

um dos locais de estabelecimento das estipes bacterianas no interior das plantas. 

Sugere-se, portanto, que a tensão ocasionada no xilema pela falta d’água tenha 

contribuído para a morte das bactérias nas raízes deste genótipo. 

No genótipo CBC, como era de se esperar, a estirpe bacteriana foi 

encontrada nas raízes coletadas das plantas inoculadas tanto estressadas como 

não estressadas, estando esta ausente nas plantas controle (não inoculadas) 

tanto estressadas como não estressadas (Tabela 3). 

 Assim, os resultados obtidos neste trabalho podem representar uma 

ferramenta importante para o melhor entendimento entre a associação de 

bactérias diazotróficas endofíticas com plantas de milho. Fica evidente, porém, a 

necessidade, ainda, de vários estudos objetivando a utilização de tais 

microrganismos no aumento da produtividade agrícola. 
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3.8. CONCLUSÃO 

 

 

 

 Os resultados encontrados neste trabalho apresentaram diferenças entre 

os genótipos de milho estudados e inoculados ou não com a estirpe de bactéria 

diazotrófica endofítica HIII206a, como também entre estes para com as plantas 

controle, permitindo concluir que: 

 

1. O genótipo híbrido de milho UENF 506-8, quando inoculado com a estirpe 

bacteriana e comparado com os demais genótipos, foi o que apresentou os 

menores danos ocasionados pelo período de seca. 

 

2. O genótipo de milho Composto Braquítico Caboclo, quando não-inoculado com 

a estirpe bacteriana estudada e comparado com os demais genótipos, foi menos 

suscetível aos danos ocasionados pela seca, confirmando, assim, a sua 

rusticidade. 

 
3. Na associação entre a estirpe bacteriana e os genótipos de milho, a resposta à 

inoculação pode ser influenciada pelo genótipo da planta. 
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4. CONCLUSÕES GERAIS 

 

 

 

 O presente trabalho teve como escopo o estudo de diferentes genótipos 

de milho (Zea mays) submetidos à seca e associados à comunidade bacteriana 

da espécie Herbaspirillum seropedicae. Desta forma, com base nos resultados 

obtidos, as seguintes conclusões podem ser apresentadas: 

 

1. Diferentes estirpes de H. seropedicae isoladas de vários genótipos de milho e 

utilizadas neste trabalho possuem potencial distinto para a promoção de 

crescimento do milho híbrido UENF 506-8. Porém, este genótipo ao ser inoculado 

com a estirpe de H. seropedicae denominada HIII206a e comparado com os 

outros dois genótipos (Composto Tripsacóide e Composto Braquítico Caboclo), 

todos submetidos a um período de seca, foi o que apresentou os menores danos. 

Em contrapartida, o genótipo de milho Composto Braquítico Caboclo, quando não 

inoculado com a estirpe HIII206a e comparado com os demais genótipos, foi 

menos suscetível aos danos ocasionados pela seca, confirmando, assim, a sua 

rusticidade. 

 

2. A estirpe HIII206a obteve os maiores incrementos percentuais em resposta a 

inoculação no milho híbrido UENF 506-8 quando comparada ao controle. Esta 

estirpe apresenta, portanto, potencial aplicação biotecnológica como promotora 

de crescimento vegetal, abrindo perspectivas para a sua utilização em programas 
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de melhoramento genético de milho, com incremento do crescimento vegetal e 

aumento na produção de grãos. 

 

3. A associação entre as estirpes bacterianas e os genótipos de milho estudados 

pode ser influenciada tanto pela estirpe da bactéria quanto pelo genótipo do 

milho. 
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APÊNDICE A 
 

QUADRO 1A - Resumo das análises de variância para variáveis de trocas gasosas, ao longo do período de seca 
 

  Quadrados médios 
FV GL A gs E Ci 
Genótipo 2 1013,95* 881,72* 829,17* 6521,70* 

Inoculação 1 1599,22* 37,34ns 220,50* 969,22ns 

Estresse 1 124985,19* 110029,46* 91332,50* 127204,47* 

Tempo 4 13403,23* 11281,09* 10578,27* 23550,53* 

Genótipo*Inoculação 2 3037,82* 1122,15* 2356,44* 23215,55* 

Genótipo*Estresse 2 1010,64* 881,59* 828,63* 6448,80* 

Genótipo*Tempo 8 307,93* 184,62* 196,59* 964,19* 

Inoculação*Estresse 1 1556,83* 36,35ns 214,66* 943,52ns 

Inoculação*Tempo 4 951,97* 731,25* 783,68* 1448,81* 

Estresse*Tempo 4 13391,87* 11269,76* 10565,37* 23516,28* 

Genótipo*Inoculação*Estresse 2 2978,66* 1111,74* 2325,19* 22672,44* 

Genótipo*Inoculação*Tempo 8 629,80* 235,35* 507,85* 3121,92* 
Inoculação*Estresse*Tempo 4 962,83* 737,63* 792,59* 1455,64* 

Genótipo*Inoculação*Estresse*Tempo 14 535,84* 239,98* 402,54* 2334,92* 

 
* e ** = F significativo a 5 e 1%, respectivamente. 
ns = F não-significativo a 5%. 
A = Taxa de assimilação líquida de CO2 (% do controle). 
gs = Condutância estomática (% do controle). 
E = Taxa de transpiração (% do controle). 
Ci = Concentração intracelular de CO2 (% do controle). 
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QUADRO 2A - Resumo das análises de variância para variáveis de fluorescência da clorofila a, ao longo do período de seca 
 

  Quadrados médios 
FV GL Fv/Fm ФPSII qP NPQ 
Genótipo 2 22,04ns 93,67* 140,70* 7708,64ns 

Inoculação 1 13,77ns 70,04* 10,89ns 3364,61ns 

Estresse 1 4300,78* 9077,76* 0,14ns 2532822,95* 

Tempo 5 332,44* 713,16* 31,36* 188953,67* 

Genótipo*Inoculação 2 73,67* 109,38* 141,71* 12102,17* 

Genótipo*Estresse 2 22,04ns 93,67* 140,70* 7708,64ns 

Genótipo*Tempo 10 9,78ns 80,10* 130,33* 8658,63* 

Inoculação*Estresse 1 13,77ns 70,04* 10,89ns 3364,61ns 

Inoculação*Tempo 5 5,63ns 152,30* 34,35* 39489,84* 

Estresse*Tempo 5 332,44* 713,16* 31,36* 188953,67* 

Genótipo*Inoculação*Estresse 2 73,67* 109,38* 141,71* 12102,17* 

Genótipo*Inoculação*Tempo 10 12,88ns 68,28* 46,01* 24115,59* 

Inoculação*Estresse*Tempo 5 5,63ns 152,30* 34,35* 39489,84* 

Genótipo*Inoculação*Estresse*Tempo 20 11,36ns 74,79* 88,81* 16139,52* 

 
* e ** = F significativo a 5 e 1%, respectivamente. 
ns = F não-significativo a 5%. 
Fv/Fm = Rendimento quântico máximo (% do controle). 
ФPSII = Rendimento quântico efetivo (% do controle). 
qP = Quenching fotoquímico (% do controle). 
NPQ = Quenching não-fotoquímico (% do controle). 
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QUADRO 3A - Resumo das análises de variância para altura da planta e diâmetro do caule, ao longo do período de seca 
 
  Quadrados médios 
FV GL Altura da planta Diâmetro do caule 
Genótipo 2 1456,15* 152,96* 

Inoculação 1 204,98ns 6,09ns 

Estresse 1 28906,94* 72269,50* 

Tempo 4 3819,72* 7655,55* 

Genótipo*Inoculação 2 49,66ns 25,53ns 

Genótipo*Estresse 2 1456,15* 152,95* 

Genótipo*Tempo 8 98,37ns 15,64ns 

Inoculação*Estresse 1 204,98ns 6,09ns 

Inoculação*Tempo 4 15,85ns 5,55ns 

Estresse*Tempo 4 3819,72* 7655,55* 

Genótipo*Inoculação*Estresse 2 49,66ns 25,53ns 

Genótipo*Inoculação*Tempo 8 17,12ns 6,17ns 

Inoculação*Estresse*Tempo 4 15,85ns 5,55ns 

Genótipo*Inoculação*Estresse*Tempo 16 57,75ns 10,90ns 

 
* e ** = F significativo a 5 e 1%, respectivamente. 
ns = F não-significativo a 5%. 
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QUADRO 4A - Resumo das análises de variância para variáveis agronômicas, ao longo do período de seca. 
 
  Quadrados médios 
FV GL MFPA MFR MSPA MSR AF 
Genótipo 2 10061,58* 45,09ns 1952,58* 0,44ns 3020077,51* 

Inoculação 1 73,79ns 194,40* 57,86ns 1,54* 194369,28ns 

Estresse 1 156255,90* 3773,41* 18128,03* 15,33* 69585681,18* 

Genótipo*Inoculação 2 335,85ns 8,41ns 186,12ns 0,12ns 29648,22ns 

Genótipo*Estresse 2 6408,78* 14,81ns 1425,13* 0,25ns 2199305,01* 

Inoculação*Estresse 1 2,06ns 123,61* 92,90ns 0,80* 31975,50ns 

Genótipo*Inoculação*Estresse 2 306,70ns 3,90ns 162,26ns 0,00ns 5860,65ns 

 
* e ** = F significativo a 5 e 1%, respectivamente. 
ns = F não-significativo a 5%. 
MFPA = Massa fresca da parte aérea (g). 
MFR = Massa fresca da raiz (g). 
MSPA = Massa seca da parte aérea (g). 
MSR = Massa seca da raiz (g). 
AF = Área foliar (mm2). 
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QUADRO 5A - Resumo das análises de variância para potencial hídrico, ao longo do período de seca 
 
  Quadrados médios 
FV GL Potencial hídrico 
Genótipo 2 0,02ns 

Inoculação 1 0,01ns 

Estresse 1 17,73* 

Tempo 1 17,09* 

Genótipo*Inoculação 2 0,01ns 

Genótipo*Estresse 2 0,01ns 

Genótipo*Tempo 2 0,02ns 

Inoculação*Estresse 1 0,05* 

Inoculação*Tempo 1 0,04ns 

Estresse*Tempo 1 17,73* 

Genótipo*Inoculação*Estresse 2 0,02ns 

Genótipo*Inoculação*Tempo 2 0,00ns 

Genótipo*Estresse*Tempo 2 0,00ns 

Inoculação*Estresse*Tempo 1 0,04ns 

Genótipo*Inoculação*Estresse*Tempo 2 0,01ns 

 
* e ** = F significativo a 5 e 1%, respectivamente. 
ns = F não-significativo a 5%. 
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QUADRO 6A - Equações ajustadas das variáveis de trocas gasosas, fluorescência da clorofila a e variáveis morfoagronômicas do 
genótipo Composto Braquítico Caboclo, em função da inoculação bacteriana e do tempo (em dias) sob seca 
 

 Equações 
Variáveis Inoculado Não-inoculado 

A Y = 107,57 – 15,03x + 0,48x2; R2 = 0,94 Y = 92,32 – 1,29x – 0,50x2; R2 = 0,77 
Gs Y = 106,70 – 15,83x + 0,63x2; R2 = 0,92 Y = 100,93 – 2,67x – 0,34x2; R2 = 0,90 
E Y = 107,07 – 14,72x + 0,54x2; R2 = 0,92 Y = 100,54 – 1,42x – 0,40x2; R2 = 0,90 
Ci Y = 99,12 + 5,13x + 0,59x2; R2 = 0,93 Y = 101,52 – 9,70x + 1,08x2; R2 = 0,90 

Fv/Fm Y = 99,79 – 1,58x + 0,01x2; R2 = 0,99 Y = 98,93 + 0,05x – 0,06x2; R2 = 0,92 
ФPSII Y = 99,77 – 1,55x – 0,03x2; R2 = 0,95 Y = 100,07 + 1,10x – 0,71x2; R2 = 0,75 

qP Y = 103,44 Y = 98,48 
NPQ Y = 75,59 + 79,42x – 4,33x2; R2 = 0,90 Y = 119,53 + 16,26x + 0,41x2; R2 = 0,77 

Altura da planta Y = 101,29 – 1,22x – 0,14x2; R2 = 0,98 Y = 100,91 – 1,49x – 0,09x2; R2 = 0,98 
Diâmetro do caule Y = 99,10 – 4,81x + 0,03x2; R2 = 0,99 Y = 99,16 – 4,97x + 0,04x2; R2 = 1 

 
A = Taxa de assimilação líquida de CO2 (% do controle). 
gs = Condutância estomática (% do controle). 
E = Taxa de transpiração (% do controle). 
Ci = Concentração intracelular de CO2 (% do controle). 
Fv/Fm = Rendimento quântico máximo (% do controle). 
ФPSII = Rendimento quântico efetivo (% do controle). 
qP = Quenching fotoquímico (% do controle). 
NPQ = Quenching não-fotoquímico (% do controle). 
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QUADRO 7A - Equações ajustadas das variáveis de trocas gasosas, fluorescência da clorofila a e variáveis morfoagronômicas do 
genótipo Composto Tripsacóide, em função da inoculação bacteriana e do tempo (em dias) sob seca 
 

 Equações 
Variáveis Inoculado Não-inoculado 

A Y = 109,59 – 18,38x + 0,75x2; R2 = 0,88 Y = 93,16 – 19,72x + 1,03x2; R2 = 0,94 
Gs Y = 107,82 – 17,07x + 0,71x2; R2 = 0,88 Y = 92,09 – 18,14x + 1,01x2; R2 = 0,88 
E Y = 110,25 – 14,51x + 0,50x2; R2 = 0,81 Y = 90,44 – 16,32x + 0,87x2; R2 = 0,83 
Ci Y = 92,24 + 17,68x – 0,20x2; R2 = 0,98 Y = 107,79 – 9,39x + 1,52x2; R2 = 0,95 

Fv/Fm Y = 98,56 – 1,11x; R2 = 0,94 Y = 99,91 – 2,64x + 0,11x2; R2 = 0,81 
ФPSII Y = 96,25 – 1,55x; R2 = 0,70 Y = 105,82 – 4,41x + 0,15x2; R2 = 0,70 

qP Y = 99,04 Y = 105,27 
NPQ Y = 63,56 + 94,00x – 5,66x2 = 0,67 Y = 26,17 + 69,59x – 2,20x2; R2 = 0,62 

Altura da planta Y = 98,61 – 5,84x + 0,13x2; R2 = 0,99 Y = 98,92 – 4,82x + 0,06x2; R2 = 0,99 
Diâmetro do caule Y = 100,20 – 6,51x + 0,12x2; R2 = 1 Y = 99,54 – 7,27x + 0,20x2; R2 = 1 

 
A = Taxa de assimilação líquida de CO2 (% do controle). 
gs = Condutância estomática (% do controle). 
E = Taxa de transpiração (% do controle). 
Ci = Concentração intracelular de CO2 (% do controle). 
Fv/Fm = Rendimento quântico máximo (% do controle). 
ФPSII = Rendimento quântico efetivo (% do controle). 
qP = Quenching fotoquímico (% do controle). 
NPQ = Quenching não-fotoquímico (% do controle). 
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QUADRO 8A - Equações ajustadas das variáveis de trocas gasosas, fluorescência da clorofila a e variáveis morfoagronômicas do 
genótipo UENF 506-8, em função da inoculação bacteriana e do tempo (em dias) sob seca 
 

 Equações 
Variáveis Inoculado Não-inoculado 

A Y = 100,27 + 0,51x – 0,65x2; R2 = 1 Y = 99,18 – 22,47x + 1,19x2; R2 = 0,99 
gs Y = 99,13 – 13,03x + 0,50x2; R2 = 0,98 Y = 99,01 – 16,83x + 0,63x2; R2 = 0,98 
E Y = 101,58 – 1,84x – 0,47x2; R2 = 0,94 Y = 99,89 – 17,07x + 0,82x2; R2 = 1 
Ci Y = 103,05 – 17,70x + 2,43x2; R2 = 0,93 Y = 105,80 + 39,79x – 2,26x2; R2 = 0,84 

Fv/Fm Y = 100,74 – 1,18x + 0,01x2; R2 = 0,88 Y = 100,58 – 1,87x + 0,05x2; R2 = 0,92 
ФPSII Y = 96,39 + 0,51x – 0,16x2; R2 = 0,88 Y = 101,67 – 8,62x + 1,20x2 - 0,05x3; R2 = 0,75 

qP Y = 96,42 Y = 102,98 – 0,74x; R2 = 0,41 
NPQ Y = 105,33 + 31,82x – 0,36x2; R2 = 0,99 Y = 59,75 + 67,48x – 2,78x2; R2 = 0,87 

Altura da planta Y = 98,78 – 3,71x + 0,05x2; R2 = 0,98 Y = 100,47 – 0,26x – 0,24x2; R2 = 1 
Diâmetro do caule Y = 99,66 – 7,25x + 0,19x2; R2 = 1 Y = 98,97 – 5,81x + 0,09x2; R2 = 0,99 

 
A = Taxa de assimilação líquida de CO2 (% do controle). 
gs = Condutância estomática (% do controle). 
E = Taxa de transpiração (% do controle). 
Ci = Concentração intracelular de CO2 (% do controle). 
Fv/Fm = Rendimento quântico máximo (% do controle). 
ФPSII = Rendimento quântico efetivo (% do controle). 
qP = Quenching fotoquímico (% do controle). 
NPQ = Quenching não fotoquímico (% do controle). 


