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RESUMO 
 
 
Diversas pesquisas têm mostrado que bactérias promotoras do crescimento vegetal 
(BPCV) são capazes de substituir total ou parcialmente insumos agrícolas 
industriais, atuando na disponibilização e no aumento da eficiência de uso de 
nutrientes disponíveis no solo. Dentre os diferentes mecanismos de promoção do 
crescimento exibidos por BPCV, a atividade diazotrófica possui enorme importância 
agronômica, devido à escassez de nitrogênio em solos agrícolas, o elevado custo de 
aquisição e aplicação de fertilizantes nitrogenados, e o potencial de contaminação 
do ambiente pelo uso indiscriminado destes insumos. No Brasil, algumas estirpes de 
microrganismos diazotróficos promotores de crescimento estão registradas para uso 
comercial em culturas de trigo, arroz, milho, e diversas espécies leguminosas. Com 
isso, são também necessárias ações para o melhoramento destes microrganismos 
buscando incrementar os mecanismos ativos na promoção do crescimento vegetal, e 
desta forma proporcionar o desenvolvimento de novos produtos biotecnológicos. 
Diante deste quadro foram aplicados processos mutagênicos aleatórios, químicos e 
físicos, sobre uma BPCV isolada de raízes de milho e identificada como Azomonas 
sp. estirpe 4.3.1.1, seguindo a seleção dos mutantes obtidos para identificar 
variantes com capacidade aumentada de excreção de amônio. Esse trabalho 
resultou na identificação de 16 estirpes mutantes de Azomonas sp. com alteração no 
metabolismo do nitrogênio, reveladas pela capacidade de crescimento em meio de 
cultivo adicionado com 30 mM de etilenodiamina, um composto inibidor da enzima 
glutamina sintetase responsável pela assimilação de amônio. Dentre estes mutantes 
destacou-se a estirpe Azomonas sp. B1T7-6, que apresentou níveis de excreção de 
amônio e produção de compostos indólicos superiores à estirpe selvagem. Em 
adição, o desenvolvimento inicial de plantas de milho na presença da estirpe B1T7-6 
resultou em incrementos na quantidade de matéria seca e no comprimento de 
raízes, quando comparadas às plantas inoculadas com a estirpe selvagem. Os 
índices de excreção de amônio e produção de compostos indólicos pela estirpe 
B1T7-6 foram 86% e 100% superiores à estirpe selvagem, respectivamente, 
enquanto o acúmulo de matéria seca em plantas de milho foi 12% superior à 
mesma. Estes resultados demonstraram que a eficiência dos processos biológicos 
utilizados na agricultura pode ser aumentada, e expandida para espécies 
bacterianas pouco utilizadas como insumo biotecnológico. Futuros estudos serão 
necessários para melhor compreensão das alterações metabólicas e genéticas que 
possam ter influenciado o desempenho da estirpe mutante. 
 
Palavras-chave: Bactérias promotoras de crescimento vegetal. Etilenodiamina. 

Metabolismo do nitrogênio. Biotecnologia agrícola. 
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ABSTRACT 
 
 
Several studies have shown that plant growth promoting bacteria (PGPB) is able to 
fully or partially replace the industrial inputs in agriculture, increasing the availability 
and efficiency of nutrients use in the soil. Among the differents growth-promoting 
mechanisms exhibited by PGPB, the diazotrophic activity has huge agronomic 
importance, due to the deficiency of nitrogen in most agricultural soils, the high cost 
of acquisition and application of nitrogen fertilizer, and the potential for environmental 
hazard by the indiscriminate use of N-fertilizer inputs. In Brazil, some strains of 
growth-promoting diazotrophic bacteria are registered for commercial use in wheat, 
rice, corn, and several legume species. Meanwhile, breeding actions are necessary 
to improve these non-symbiotic associations aiming to increase the mechanisms 
active in plant growth promotion, which can then lead to the development of new 
biotechnological products. As result of this situation, random chemical and physical 
mutagenic processes were applied to the Azomonas sp. 4.3.1.1, a PGPB isolated 
from maize roots, followed by the screening and selection of mutants that showed 
enhanced ammonium excretion. This work resulted in the identification of 16 mutants 
strains of Azomonas sp. altered in the nitrogen metabolism, revealed by its growth 
ability in culture medium added with 30 mM ethylenediamine, an inhibitor of the 
enzyme glutamine synthetase which is involved in  ammonium assimilation. Among 
these mutants, the strain Azomonas sp. B1T7-6 was featured and showed 
ammonium excretion levels and indoles production higher than the wild type. The 
ammonium excretion rates and production of indoles by B1T7-6 strain were 86% and 
100% higher than the wild type. In addition, the early development of maize plants in 
the presence of B1T7-6 strain resulted in higher amounts of dry matter and higher 
root length when compared to plants inoculated with the wild type strain. These 
results supports previous findings which indicates that the efficiency of the biological 
processes used in agriculture can be increased and expanded by the 
biotechnological exploitation of uncommon associative strains and its use in breeding 
programs. Future studies will be need to better understand the metabolic and genetic 
changes that may have influenced the performance of mutant strain.  
 
Keywords: Plant growth promoting bacteria. Ethylenediamine. Nitrogen metabolism. 

Agricultural biotechnology. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 A produção agrícola é afetada diretamente pela utilização de fertilizantes 

químicos, dos quais é dependente para que possa ser alcançada uma alta 

produtividade. Porém, o uso indiscriminado de fertilizantes químicos podem trazer 

problemas graves para a sustentabilidade do meio ambiente, como a contaminação 

da água. 

 A utilização de bactérias com capacidade de promoção de crescimento 

vegetal, responsáveis pelo fornecimento de nutrientes às plantas por meio de 

processos bioquímicos é uma estratégia bastante estudada na atualidade para a 

diminuição do uso de fertilizantes químicos. Um exemplo de bactérias utilizadas são 

os inoculantes agrícolas preparados e comercializados com o intuito de promover a 

fixação biológica de nitrogênio (FBN). 

 O presente trabalho teve por objetivo incrementar a capacidade de fixação 

biológica de nitrogênio da bactéria promotora do crescimento vegetal Azomonas sp., 

aplicando metodologias de indução de mutação aleatória. Essa bactéria foi isolada 

inicialmente da rizosfera de plantas de milho e demonstrou alta capacidade de 

promoção de crescimento vegetal em testes iniciais de germinação e 

desenvolvimento. 

 A utilização de métodos aleatórios de mutagênese torna mais fácil a 

disposição para uso de uma estirpe alterada, uma vez que não conduz à obtenção 

de organismo transgênico. A busca por alternativas sustentáveis, que possam trazer 

benefícios econômicos e ambientais para os sistemas agrícolas é o que motiva as 

pesquisas relacionadas à interação planta-bactéria, procurando alternativas 

biotecnológicas para a resolução de problemas e aumento da produção agrícola. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Obter mutantes da estirpe 4.3.1.1 de Azomonas sp, uma bactéria isolada de 

milho, pela técnica de mutagênese aleatória, com o intuito de obter uma estirpe com 

maior capacidade de atividade diazotrófica, incrementando o fornecimento e 

absorção de nutrientes em gramíneas. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Obter mutantes da estirpe 4.3.1.1 de Azomonas sp. com o uso de radiação 

ultravioleta e do agente mutagênico metil-metano-sulfonato (MMS). 

2. Selecionar mutantes com capacidade alterada de excreção de amônio (NH4
+). 

3. Avaliar a capacidade de excreção de amônio e produção de compostos 

indólicos pelos mutantes selecionados. 

4. Avaliar o potencial de promoção do crescimento de milho pelos mutantes e a 

estirpe selvagem. 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

  A atividade agrícola pode ser grandemente beneficiada pela utilização da 

diversidade microbiana em novos processos biotecnológicos. A diminuição do uso 

de fertilizantes minerais, associada a uma maior eficiência na absorção dos 

nutrientes pelas plantas cultivadas, são metas possíveis de serem atingidas pela 

exploração e utilização de microrganismos eficientes na promoção do 

desenvolvimento de plantas. Aliado a isso, o cenário atual é de aumento contínuo do 

consumo de fertilizantes. Segundo a Associação Nacional para Difusão de Adubos 

(ANDA), o consumo de fertilizantes no Brasil vem apresentando aumento crescente, 

enquanto a produção de fertilizantes no Brasil está praticamente estagnada desde 

2010. Em conjunto, estes dados indicam uma grande dependência da atividade 

agrícola brasileira por insumos estrangeiros, o que pode causar insegurança 

econômica e levar ao aumento dos custos de produção. Uma das alternativas 

concretas para diminuir a dependência da agricultura brasileira por fertilizantes é a 

ampliação da oferta de insumos biológicos de alta eficiência, que possam atuar na 

disponibilização de nutrientes requeridos em grandes quantidades pelos cultivos 

agrícolas, como o nitrogênio. A possibilidade de obtenção de microrganismos com 

capacidade aumentada para a atividade diazotrófica, aplicando uma metodologia de 

indução de mutagênese aleatória, é uma estratégia viável neste sentido. Em adição, 

os mutantes obtidos por processos que não incluam a tecnologia do DNA 

recombinante não são considerados geneticamente modificados, portanto seu 

registro como produto biotecnológico é facilitado. 
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4 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

4.1 INTERAÇÃO PLANTA-BACTÉRIA 

 

 Os microrganismos são fundamentais para a manutenção da vida no planeta, 

porém ainda se entende muito pouco sobre a maioria dos microrganismos que 

habitam os oceanos, atmosfera, o próprio corpo humano e o solo. Técnicas de 

cultura microbiana tem permitido isolar cada vez mais microrganismos com o intuito 

de estudá-los com detalhes, e técnicas moleculares tem permitido a identificação 

dos mesmos. Diversas comunidades microbianas de diversos ambientes vêm sendo 

estudadas dessa forma, para que sejam compreendidas suas funções ecológicas 

(GILBERT et al., 2010). 

 No passado os anatomistas e fisiologistas vegetais consideravam as plantas 

como organismos únicos e desconsideravam a existência de associações 

microbianas. Porém o avanço da ciência tem demonstrado que as plantas abrigam 

microecossistemas complexos, que são explorados por uma enorme diversidade de 

bactérias benéficas, como associativas e simbióticas, e por bactérias maléficas, 

como fitopatogênicas (HALLMANN et al., 1997; COMPANT et al., 2011). 

 O microbioma vegetal é determinante na saúde e produtividade das plantas e 

é alvo de inúmeros estudos por sua importância ambiental e agrícola (BULGARELLI 

et al., 2013). Esses microrganismos podem ser encontrados em diversas regiões das 

plantas, como folhas, sementes, flores, caules e raízes (LEME et al, 2013). Na 

rizosfera ocorrem inúmeras relações bióticas, entre elas a ação de microrganismos 

decompositores, predadores, patógenos e simbiontes (EISENHAUR, 2012). 

 Amplos estudos sobre o sistema imune vegetal têm sido feitos com a intenção 

de compreender os processos celulares responsáveis pela percepção de patógenos 

e vias de sinalização que levam a resistência por parte da planta. As plantas, 

diferentemente dos animais, não possuem um sistema imune adaptativo composto 

por células móveis, o que causa a necessidade de que cada célula tenha a 

capacidade de percepção do patógeno e sinalize as células vizinhas para a 

produção de uma defesa (FU; DONG, 2013). 

 A maioria dos microrganismos possuem estruturas conservadas denominadas 

MAMPs (microorganism associated molecular patterns) ou PAMPs (pathogen-
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associated molecular patterns), que podem ser peptideoglicanos, flagelina, 

lipopolissacarídeos ou fragmentos de quitina. Os tecidos vegetais possuem 

receptores de membranas extracelulares, denominados PRR (pattern recognition 

receptors), que são os primeiros responsáveis por perceber microrganismos 

patogênicos e que reconhecem essas estruturas conservadas (DAVIDSSON et al., 

2013). 

 As defesas ativadas pelos MAMPs são chamadas de MTI (MAMP-triggered 

immunity). Essas defesas, além de serem de baixa intensidade, são restritas à 

região de contato, não havendo ativação de nenhuma defesa em tecidos distantes 

do local de infecção (LIU et al., 2013). Em uma interação compatível, o patógeno 

tem capacidade de reprimir os mecanismos de defesa da planta hospedeira, se 

desenvolvendo nos tecidos vegetais e manifestando os sintomas da doença por 

meio de mecanismos de patogenicidade, como secreção de enzimas líticas 

extracelulares e produção de toxinas (GACHOMO et al., 2003; SPOEL; DONG, 

2012). Na interação incompatível, o agressor é reconhecido pela planta e é 

bloqueado no sítio de infecção. Esse tipo de incompatibilidade ocorre quando a 

planta possui um receptor celular, uma proteína R que é codificada pelo gene de 

resistência, com capacidade de interação específica com a proteína elicitora levando 

a ativação acelerada das vias de transdução de sinais que resultam na resposta de 

resistência. Essa resposta é caracterizada muitas vezes pela reação de 

hipersensibilidade, que é a morte celular programada de células vegetais 

contaminadas com o patógeno e células adjacentes ao sítio infeccioso, causando 

bloqueio e eliminação do agente invasor (STASKAWICZ et al., 2001; HEIDRICH et 

al., 2012; SPOEL; DONG, 2012) 

 A importância econômica e ambiental relacionada às doenças causadas por 

bactérias na agricultura traz a necessidade de pesquisas na busca pelo controle 

alternativo, reduzindo o uso de defensivos agrícolas com alta taxa de toxicidade, 

com o intuito de conciliar a preservação ambiental e a produção de alimentos 

(FAROOQ et al., 2011). 

 Entre as relações ecológicas merecem destaque também as que causam 

efeitos benéficos para as plantas, atuando de forma direta ou indireta sobre o 

balanço hormonal, proteção contra organismos nocivos e nutrição vegetal (ZABIHI et 

al., 2011). Existe no solo um número incalculável de bactérias com capacidade de 

viver livremente ou em associação com plantas. Estas bactérias são responsáveis 
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por uma série de intervenções que garantem a qualidade do solo e são 

fundamentais para a sustentabilidade agrícola. Essas interações proporcionam como 

resultado a sanidade das plantas e a fertilidade do solo, assim como a 

biodegradação de contaminantes (CARDOSO; NOGUEIRA, 2007; STEFANIS et al., 

2013). 

 A diversidade bacteriana do solo não está distribuída de maneira homogênea, 

e possui composição variável conforme a profundidade, teor de matéria orgânica, e 

cobertura vegetal, por exemplo (LAKSHMANAN et al., 2014). A rizosfera é definida 

como a região que sofre influência direta das raízes, possibilitando uma grande 

proliferação microbiana, e onde é encontrado o maior número de bactérias 

promotoras de crescimento vegetal (BPCV), influenciada pela maior quantidade de 

nutrientes, que são provenientes dos exsudatos radiculares. Esses exsudatos 

causam incrementos nas atividades biológicas e químicas, tornando a rizosfera a 

região do solo com maior colonização por microrganismos (PRASHAR et al., 2014). 

 As bactérias que colonizam e habitam a região da rizosfera são denominadas 

rizobactérias. Os efeitos benéficos dessas bactérias sobre as plantas podem 

compreender a influência na disponibilização de minerais como fosfato, a produção 

de antibióticos que controlam fitopatógenos, a produção de sideróforos, a promoção 

de crescimento vegetal por meio da produção de fitormônios e a fixação biológica de 

nitrogênio (KUMAR et al., 2012). 

 Inúmeros carboidratos, ácidos orgânicos e outros compostos fornecem 

nutrientes para bactérias associativas. Esses compostos são liberados em forma de 

exsudatos na rizosfera, atraindo quimicamente as bactérias, que por sua vez se 

movimentam em direção aos exsudatos colonizando e multiplicando-se na rizosfera 

e rizoplano (COMPANT et al., 2010). 

 A estrutura da comunidade bacteriana presente na rizosfera varia de acordo 

com a idade da planta, concentração e composição de exsudatos, compostos por: 

ácidos orgânicos; vitaminas; fitormônios; aminoácidos; polissacarídeos; íons; 

enzimas; vitaminas; proteínas e metabólitos secundários. Esses compostos são 

utilizados como fonte de carbono pelos microrganismos, fornecendo energia para o 

crescimento e reprodução dos mesmos (PRASHAR et al., 2014). A concentração e 

composição dos exsudatos, por sua vez, são afetadas por fatores ambientais, como 

quantidade de oxigênio presente, temperatura, disponibilidade de nutrientes, 
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profundidade do solo, pH, microrganismos presentes, entre outros (MIMMO et al., 

2011). 

 Os gêneros microbianos mais comuns presentes na rizosfera de plantas são: 

Azospirillum, Pseudomonas, Enterobacter, Klebsiella, Burkholderia, Serratia, 

Micrococcus, Streptomyces, Agrobacterium, Rhizobia, Mycobacterium, Alcaligenes, 

Azotobacter, Arthtobacter, Flavobacter, Cellulomonas e Bacillus (SAHARAN; 

NEHRA, 2011). 

 Entre as estirpes isoladas de determinada região, nem todas apresentam 

elevadas taxas de promoção de crescimento vegetal, trazendo a necessidade de 

escolha de estirpes com potencial para utilização na agricultura. Essas estirpes 

devem ser avaliadas in vitro sobre suas propriedades fisiológicas e bioquímicas, 

para assim serem selecionadas para ensaios em casa de vegetação e validação das 

propriedades promotoras de crescimento em condições de campo (RODRIGUES et 

al., 2007; COUILLEROT et al., 2013). 

 Estudos sobre interação planta-bactéria em gramíneas, especialmente em 

cereais, demonstraram avanços positivos em aspectos fisiológicos, bioquímicos, 

genéticos e ecológicos (BALDANI; BALDANI, 2005). O desenvolvimento de 

inoculantes com estirpes de alta eficiência para uso em cereais é dependente da 

avaliação e seleção de microrganismos para culturas específicas (HUNGRIA, 2011). 

 Segundo Summer (1990) a inoculação de bactérias isoladas da mesma 

variedade de plantas se torna mais eficaz, principalmente quando a população 

nativa se faz presente. Isso se explica pelo fato de que organismos adaptados às 

condições ambientais da região tem capacidade de apresentar melhores condições 

de concorrência com a biota nativa, tanto pela adaptação as condições ambientais, 

quanto pelo aumento populacional causado pela inoculação.  

 Inoculantes comerciais já foram formulados no Brasil com cepas de 

Azospirillum brasilense Ab-V5 e Ab-V6, onde foi comprovado aumento no 

desenvolvimento de milho e trigo em 27% e 31%, respectivamente. A promoção de 

desenvolvimento radicular e resistência a estresses bióticos e abióticos resultantes 

das interações associativas também mostraram aumento na eficiência e absorção de 

nutrientes (HUNGRIA et al., 2010). 

 A grande dependência da agricultura em relação a insumos químicos, como 

fertilizantes nitrogenados, e a influência negativa do uso desordenado desses 

insumos sobre a qualidade do ambiente de produção, apontam para uma alta 
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potencialidade do uso da biotecnologia nos sistemas agrícolas. A utilização de 

organismos diazotróficos e a exploração de seu potencial, relacionado à nutrição 

nitrogenada das culturas e a outros mecanismos de promoção de crescimento 

vegetal resultam em efeitos diretos tanto na economia quanto na sustentabilidade do 

meio ambiente. 

 

4.2 BACTÉRIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO DE PLANTAS 

 

 Diversos grupos taxonômicos de bactérias são considerados promotores de 

crescimento vegetal (BPCV), por serem capazes de estabelecer relações benéficas 

com diferentes plantas, incluindo gramíneas como cana de açúcar, e cereais como 

arroz, trigo, e milho. Quando colonizam os tecidos internos podem ser denominadas 

como endofíticas (HAYAT, 2010). A fixação biológica de nitrogênio atmosférico é 

uma das características mais importantes das bactérias promotoras de crescimento 

vegetal, que faz com que seja diminuída a necessidade de aplicação de fertilizantes 

nitrogenados, diminuindo a poluição ambiental causada por esses insumos e 

diminuindo os custos de produção (GOPALAKRISHNAN, 2014). Em ecossistemas 

naturais ou de manejo, a associação de bactérias benéficas a raízes de plantas 

possui um papel fundamental na sanidade e no estímulo ao desenvolvimento das 

mesmas (COMPANT et al., 2012).  

 A biotecnologia representa um importante papel na produção agrícola e cada 

vez mais a manipulação das condições de campo e de populações benéficas 

permite vislumbrar um modelo de agricultura sustentável (OLIVARES, 2009). 

Quando analisada a diversidade de espécies com capacidade de promoção de 

crescimento em plantas, existe a possibilidade de identificação e isolamento de 

estirpes para o desenvolvimento de formulações comerciais inoculantes, visando o 

aumento do crescimento e desenvolvimento vegetal. Para a seleção de BPCVs 

devem ser seguidos alguns princípios que tenham o objetivo de identificar estirpes 

que sejam eficientes em condições prevalentes no local de inoculação e 

competitivas em relação às populações nativas. (RANA et al., 2011). 

 As bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCVs) tem mostrado uma 

importante capacidade de estímulo ao crescimento de plantas por mecanismos 

diretos, como a produção de reguladores de crescimento vegetal (giberelinas, 

etileno, auxinas e ácido abscísico), solubilização de fosfatos inorgânicos e fixação 
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biológica de nitrogênio. Mecanismos indiretos de promoção do crescimento vegetal 

também são descritos, como produção de sideróforos, proteção contra estresses 

biótico e abiótico, controle biológico de pragas e indução de resistência local e 

sistêmica (LODEWYCKX et al., 2002; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; OLIVARES, 

2009; SINGH et al., 2011; SANTI et al., 2013). 

 Organismos do gênero Pseudomonas, por exemplo, são de um grupo 

heterogêneo e com uma grande versatilidade metabólica, que possibilita o uso de 

uma ampla faixa de substratos como fonte de carbono por estes microrganismos. 

Algumas espécies desse gênero são diazotróficas e se mostram menos limitadas em 

relação à fonte de energia em comparação com outros microrganismos diazotróficos. 

Em algumas plantas, as espécies diazotróficas desse gênero costumam ser 

dominantes na rizosfera (CHEN et al., 1994). Bactérias que apresentam mais de 

uma característica na promoção do crescimento vegetal, como capacidade de 

produção de auxinas e sideróforos ou capacidade de solubilização de fosfatos e 

fixação de nitrogênio são desejadas para pesquisas de possíveis aplicações no 

campo, com o objetivo de obter aumento na produção agrícola (VERMA et al., 2001). 

 Para a utilização de BPCVs na produção vegetal podem ser utilizadas duas 

estratégias básicas: A primeira estratégia é a ativação de comunidades microbianas 

nativas pelo manejo do solo e ambiente, e outra se baseia no isolamento de 

microrganismos alvos e reinoculação dos mesmos após a realização de ensaios 

experimentais para seleção de estirpes de elite (OLIVARES, 2009). 

 Portanto, as BPCVs estão presentes na rizosfera, no rizoplano e interior da 

planta hospedeira, representando uma parcela funcionalmente ativa da biota do 

solo. Assim, a inoculação de bactérias benéficas na agricultura diminui a utilização 

de insumos químicos, como pesticidas e fertilizantes, causando efeito direto na 

economia e na sustentabilidade dos sistemas agrícolas (JALGAONWALA et al., 

2011).  

 

4.3 FIXAÇÃO BIOLÓGICA DE NITROGÊNIO 

 

 O nitrogênio é constituinte obrigatório de proteínas, aminoácidos e ácidos 

nucleicos  e participa direta e indiretamente de inúmeros processos bioquímicos nas 

plantas. Na atmosfera, o nitrogênio constitui o gás encontrado em maior 

concentração, totalizando em torno de 78% do total, porém ocorre 
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predominantemente na forma de N2, um gás inerte que não sofre reações químicas 

em condições naturais. Em solos é encontrado principalmente em sua forma 

orgânica, como constituinte de biomoléculas resultantes de processos como a 

decomposição e a excreção, porém pode ser encontrado também em sua forma 

mineral, como nitrato (NO3
-), amônio (NH4

+) e nitrito (NO2
-) (FAGERIA et al., 2003). 

 O conteúdo de nitrogênio presente no solo é limitado e pode ser rapidamente 

esgotado depois de determinado número de cultivos. As condições de elevada 

temperatura e umidade, predominantes na maior parte do Brasil, também interferem 

no processo de decomposição da matéria orgânica, causando perdas de N e 

trazendo como consequência, solos com baixo teor desse nutriente (HUNGRIA et 

al., 2001). 

 São quatro as fontes pelas quais a planta pode receber doses de nitrogênio: 

(1) o solo, geralmente pela decomposição de matéria orgânica; (2) a fixação não 

biológica, através de descargas elétricas, vulcanismo e combustão; (3) fertilizantes 

nitrogenados; (4) o processo de fixação biológica de nitrogênio atmosférico 

(HUNGRIA et al., 2001). 

 A forma pela qual a assimilação de N pelas plantas ocorre mais rapidamente 

é pelo uso de fertilizantes nitrogenados, porém esse processo possui um custo muito 

elevado, já que sua produção industrial requer hidrogênio derivado de petróleo, 

catalisadores que contenham ferro, altas temperaturas (300 °C a 600 °C) e altas 

pressões (200 a 800 atm). Além disso, uma grande parte dos fertilizantes aplicados 

aos cultivos acaba não sendo absorvida pelas plantas, pois é perdida em pouco 

tempo por processos de lixiviação e transformação em formas gasosas por 

desnitrificação e volatização (HUNGRIA et al., 2007). 

Outro efeito negativo do uso de fertilizantes é a poluição ambiental, 

decorrente do uso indiscriminado desses produtos, podendo atingir níveis tóxicos 

tanto ao homem quanto a outros organismos e ao meio ambiente. O transporte 

desse nutriente pela superfície do solo leva-o até as águas de rios, causando o 

processo de eutrofização, que é o enriquecimento dessas águas com tais nutrientes 

causando crescimento excessivo de plantas aquáticas e degradação da qualidade 

água (BRAGA et al., 2006) 

Outra fonte de N para plantas resulta da fixação biológica do N2 (FBN), 

processo que pode ser realizado por inúmeras espécies de bactérias habitantes do 

solo (HUNGRIA et al., 2001). O processo da FBN é fundamentado na característica 
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metabólica de microrganismos, denominados fixadores de nitrogênio (diazotróficos), 

que utilizam o complexo enzimático da nitrogenase para quebrar a tripla ligação 

existente entre dois átomos de nitrogênio atmosférico (N2), transformando-o em 

amônia (NH3) que pode ser assimilado em compostos biológicos (REIS JUNIOR et 

al., 2011). 

 A primeira bactéria diazotrófica foi descrita em 1893 e denominada como 

rizóbio, por pertencer ao gênero Rhizobium. A partir disso diversos estudos foram 

conduzidos e uma ampla literatura foi produzida (REIS et al., 2006). A enzima 

nitrogenase é a responsável pelo processo denominado fixação biológica de 

nitrogênio e funciona em sistemas com baixa aeração e baixos níveis de N, 

fornecendo esse nutriente para que seja facilmente utilizado pelas plantas (SAIKIA 

et al., 2012; WHITE-JR et al., 2012). A reação catalisada pela nitrogenase pode ser 

resumida da seguinte forma: 

 

 

 A nitrogenase é uma enzima constituída por dois componentes: uma 

subunidade que contém molibdênio e ferro (MoFe-proteína), onde ocorre a redução 

de N2 e outra subunidade contendo ferro (Fe-proteína), local onde ocorre 

transferência de um doador de elétrons para a enzima nitrogenase (SANT’ANNA et 

al., 2011). Existem alguns microrganismos com a presença de uma subunidade 

redutora alternativa a MoFe, na qual o molibdênio é substituído por átomos de 

vanádio (VFe-proteína) ou ferro (FeFe-proteína) (BOYD; PETERS, 2013).  

 O amônio resultante da redução de dinitrogênio posteriormente é assimilado 

sob a forma de glutamina, em uma reação catalisada pela glutamina sintetase, que 

será utilizada pelas plantas para a síntese de aminoácidos (HAYWARD et al. 2009). 

Atualmente, a utilização de inoculantes microbianos contendo estirpes diazotróficas 

compreende uma tecnologia utilizada para a melhoria da produção agrícola, e é 

apresentada como uma metodologia sustentável, podendo diminuir 

significativamente o uso de fertilizantes químicos em crescente utilização nas últimas 

décadas (JAMES; BALDANI, 2012). 

 Em organismos diazotróficos, tanto em associação com plantas como em vida 

livre, a capacidade de fixação de nitrogênio é ligada a atividade da nitrogenase, que 
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é um complexo enzimático e possui como centro funcional a combinação de 

proteínas codificadas pelos genes nifHDK. Esse complexo da nitrogenase tem 

capacidade de promover o rompimento da tripla ligação de átomos de nitrogênio 

usando energia obtida por processos fotossintéticos e quimiossintéticos, ou ainda 

obtida a partir de metabolismo de carboidratos em forma de ATP, pela fermentação 

ou respiração (ZEHR et al., 2003). O conjunto de genes nif (relativos a nitrogen 

fixation) foi identificado primeiramente em Klebsiela pneumoniae e são responsáveis 

por determinar a regulação da nitrogenase e sua estrutura (CANNON et al., 1976). 

 Além das subunidades MoFe-proteína (codificada pelos genes nifDK) onde 

ocorre a redução de N2, e a subunidade Fe-proteína (codificada pelo gene nifH) local 

onde ocorre a transferência de um doador de elétrons para a enzima nitrogenase 

(SANT’ANNA et al., 2011), uma terceira molécula transportadora de elétrons é 

utilizada durante a redução do N2. Essa molécula é a ferredoxina, e é responsável 

pela transferência de um elétron para a unidade Fe-proteína da nitrogenase, que se 

torna reduzida e doa o elétron recebido para a subunidade MoFe-proteína. Após o 

acúmulo de oito elétrons, a enzima nitrogenase fará a redução do N atmosférico à 

amônia. A amônia (NH3
+) é rapidamente convertida a amônio (NH4

+) logo que entra 

em contato com o substrato aquoso do citoplasma bacteriano. O amônio, por sua 

vez, atua inibindo o processo de FBN e é uma molécula que promove toxidez 

celular, e portanto deve ser transportado para fora do ambiente celular ou assimilado 

em forma de glutamina, por meio da glutamina sintetase (CARDOSO, 1992; 

HAYWARD et al. 2009). 

 O potencial de FBN dos microrganismos diazotróficos pode ser regulado por 

diversos fatores, e pode ocorrer em três níveis: transcrição/tradução, pós-tradução e 

compartimentalização. A sensibilidade da enzima nitrogenase aos níveis de oxigênio 

e amônio são exemplos de regulação pós-traducional. A alta sensibilidade da 

enzima nitrogenase a oxigênio traz a necessidade de criação de mecanismos de 

defesa por parte dos microrganismos. Em plantas leguminosas, além do córtex do 

nódulo, existem leghemoglobinas que agem sequestrando o oxigênio do meio, 

diminuindo a concentração deste e evitando a inibição da nitrogenase (DIXON; 

KAHN, 2004). Já em bactérias diazotróficas que não realizam simbiose, a presença 

de amônia é o ponto mais determinante na regulação e expressão enzimática da 

nitrogenase, pois uma alta concentração de amônia inibe a atividade da mesma 

(HALBLEIB; LUDDEN, 2000). 
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4.4 ASSIMILAÇÃO DE N EM BACTÉRIAS 

 

 Apesar de a FBN ser responsável por 90% da entrada do nitrogênio no ciclo 

biogeoquímico, existem outros processos pelo qual este elemento pode ser 

disponibilizado no solo. No ciclo do N existem quatro mecanismos diferentes e 

importantes: (1) Fixação biológica de nitrogênio; (2) Amonificação; (3) Nitrificação; 

(4) Desnitrificação (BUCHANAN et al. 2000). 

 

Figura 1 – Ciclo do nitrogênio 

 
Fonte: (BUCHANAN et al. 2000) 
 

 No processo de amonificação ocorre a mineralização do N orgânico 

encontrado na biomassa, resíduos e substâncias húmicas do solo, sendo 

transformado em NH4
+/NH3

-. Todo o nitrogênio orgânico utilizado no processo é 

encontrado na forma de amina, amida ou imidas, e o primeiro produto da 

mineralização é sempre o N-amoniacal (MOREIRA; SIQUEIRA, 2002; 

CANTARELLA, 2007). 

 A nitrificação é o processo de oxidação da amônia a nitrato sob condições 

aeróbias, onde existe a formação de nitrito como intermediário. A conversão de 

amônia a nitrito pode ser realizada por espécies de bactérias do gênero 

Nitrosomonas, e a conversão de nitrito a nitrato por sua vez pode ser mediada por 

espécies do gênero Nitrobacter (ECKENFELDER, 1989; WEF et al., 2005), de 

acordo com as seguintes equações: 
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 A desnitrificação consiste em um processo de redução de nitratos ou nitritos a 

Nitrogênio molecular em ambiente com pouco ou nenhum oxigênio dissolvido. Nesse 

caso, as bactérias utilizam oxigênio dos nitratos e nitritos para metabolizar estruturas 

celulares (ECKENFELDER, 1989; ELEFSINIOTIS et al., 2004; WEF et al., 2005). 

 

 O processo de desnitrificação é realizado por uma enorme variedade de 

microrganismos heterotróficos, que obtém energia a partir de fonte de carbono 

orgânico. Essa grande variedade de microrganismos é explicada pelo fato de 

utilizarem nitrato e nitrito como fontes de oxigênio molecular além do O2 (WEF et al., 

2005; USEPA, 2009). 

  

4.5 GLUTAMINA-SINTETASE 

 

 A enzima Glutamina Sintetase (GS) está envolvida na via de assimilação 

primária de amônio nas plantas superiores. Esta enzima catalisa a reação do 

glutamato oriundo do ciclo de Calvin e o NH4
+ em glutamina. A principal forma 

encontrada em raízes de plantas é a GSI, localizada no citosol. A GSII, quando 

encontrada é localizada nos plastos/cloroplastos (EPSTEIN; BLOOM, 2006). 

 Além da glutamina sintetase, existe outra enzima responsável pela 

assimilação do nitrogênio. Essa enzima é a nitrato redutase (NR), responsável por 

catalisar o primeiro passo para assimilação de nitrato. A expressão da NR é induzida 

por nitrato de forma rápida em diversas plantas. O nia2 é um dos dois genes que 

codificam a redutase do nitrato em plantas, e é expresso em folhas verdes na 

maioria das vezes. Cerca de 90% de toda atividade de NR da planta é de 

responsabilidade do gene nia2, enquanto nia1 é um gene constitutivo responsável 

pela atividade residual, correspondente a 10% da atividade enzimática (PRICE et al., 

2004; GOJON et al., 2009). 

 Em bactérias, a GS é responsável por adicionar amônia ao grupamento γ-

carboxil do glutamato com a finalidade de produzir glutamina (CASTRO-

RODRÍGUEZ et al., 2011). A produção do glutamato é realizada por uma reação 

catalisada pela enzima glutamato desidrogenase (GDH), mediada pela conversão de 

α-cetoglutarato e amônia ou pelo ciclo da glutamina sintetase/glutamato sintetase 

(GS/GOGAT) (Figura 1), onde ocorre a produção de glutamina que posteriormente 
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participa de uma reação de transaminação com o α-cetoglutarato, produzindo duas 

moléculas de glutamato (YUAN et al., 2009). A GS é altamente regulada e depende 

de ATP para catalisar a síntese da glutamina a partir de glutamato e amônia. A 

reação catalisada pela glutamina sintetase é a única via na síntese de glutamina, 

substrato essencial na síntese de purinas e pirimidinas, alguns outros aminoácidos, 

ácido p-aminobenzóico e glucosamina-6-fosfato (JANSSEN et al. 1982; HAYWARD 

et al. 2009). 

 

Figura 2 – Ciclo GS/GOGAT: Amônia é assimilada via glutamato desidrogenase 
GDH ou pelo ciclo glutamina sintase/glutamato sintase onde em cada 
ciclo GS/GOGAT uma molécula de amônia é assimilada em glutamato. 

 
Fonte:  (YUAN et al, 2009). 

 

 A produção de glutamato ocorre através de duas vias. Na primeira existe uma 

enzima NADP-dependente que é codificada pelo gene gdh1 e gdh3, sendo 

responsável pela síntese de glutamato a partir de α-cetoglutarato e a segunda é uma 

enzima NAD-dependente que é codificada pelo gene gdh2, que catalisa a 

transferência de amônia para glutamato produzindo glutamina (TANG et al, 2011). 

Enzimas GDH que catalisam aminação reversível do α- cetoglutarato na formação 

de glutamato se envolvem em processos entre o ciclo de Krebs e o metabolismo de 

nitrogênio, onde enzimas NADP+ podem sofrer regulação transcricional de acordo 

com condições ambientais, principalmente em condições limitantes no fornecimento 

de carbono e nitrogênio (HARPER et al., 2010). Enzimas componentes do 

metabolismo celular de nitrogênio são essenciais na manutenção de inúmeras 
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reações biossintéticas na célula, onde ocorre a entrada de nitrogênio a partir do 

glutamato e glutamina, moléculas indispensáveis na biossíntese de nucleotídeos e 

demais aminoácidos. 

 

4.6 FIXAÇÃO BIOLÓGICA DE NITROGÊNIO EM ASSOCIAÇÃO A GRAMÍNEAS 

 

 As bactérias fixadoras de nitrogênio atmosférico, denominadas diazotróficas, 

podem viver livremente no solo ou em associação com espécies vegetais, tanto 

endofiticamente, na rizosfera ou formando simbiose, como ocorre em muitas plantas 

leguminosas. As bactérias diazotróficas associativas são encontradas em inúmeras 

espécies de plantas não leguminosas, como em milho (BALDANI; BALDANI, 2005; 

BHATTACHARJEE et al., 2008; HUNGRIA, 2011). 

 No Brasil, as pesquisas relacionadas à fixação biológica de nitrogênio (FBN) 

foram iniciadas por Johanna Döbereiner, especialmente em plantas não-

leguminosas. Essa pesquisadora alcançou grande expressividade com a descoberta 

da Beijerinchia fluminensis associada à cana-de-açúcar, em 1958, e do Azotobacter 

paspali associada à Paspalum notatum cv batatais, no ano de 1966. Entre as 

descobertas que acabaram impulsionando as pesquisas nessa área podem ser 

citadas a introdução da técnica de redução de acetileno e a utilização de meios de 

cultura semi-sólidos livres de nitrogênio (BALDANI; BALDANI, 2005). 

 A importância econômica das gramíneas é o que tem motivado os estudos 

sobre a associação de bactérias diazotróficas com essas plantas, e o Brasil foi 

pioneiro no estudo dessas associações (DÖBEREINER, 1992). As bactérias 

capazes de realizar associações com gramíneas e outras plantas não-leguminosas 

são denominadas bactérias associativas (REIS et al., 2004). 

 Gramíneas com grande importância econômica foram identificadas como 

hospedeiros de diversas espécies de bactérias diazotróficas, sendo as principais 

Azospirillum spp., Herbaspirillum spp. e Gluconacetobacter diazotrophicus. Dentre 

essas gramíneas podem ser citadas cana-de-açúcar, trigo, sorgo, arroz e milho. 

(BALDANI et al., 1997; JAMES; OLIVARES, 1997; JAMES, 2000; BODDEY et al. 

2003; BANO et al., 2013;). 

  RAI et al. (2007) conduziram experimentos com milho em campo e em casa 

de vegetação, em diferentes estágios de crescimento e encontraram diversas 

espécies de bactérias no colmo da planta. As espécies predominantemente 
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encontradas foram Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa e 

Pseudomonas fluorescens. O experimento também mostrou um decréscimo na 

contagem populacional quando em casa de vegetação, fato esse atribuído a fatores 

bióticos e abióticos que podem influenciar a colonização dessas bactérias em 

tecidos vegetais. 

 Foram encontradas também em abundância, bactérias dos gêneros 

Agrobacterium, Burkholderia, Enterobacter e Pseudomonas na rizosfera e no 

rizoplano de plantas de canola (FARINA et al., 2012). Estirpes de Pantoea, 

Acinetobacter, Enterobacter, Curtobacterium e Pseudomonas também foram 

isoladas de plantas de trigo (STETS et al., 2013). 

 No processo de FBN entre bactérias diazotróficas e gramíneas, as BPCVs 

secretam somente parte do nitrogênio necessário para a planta associada, sendo 

parcialmente suprida a necessidade das plantas. Assim, a inoculação dessas 

culturas com microrganismos diazotróficos aparentemente não consegue suprir 

totalmente as necessidades de N necessário para o desenvolvimento das plantas, 

ao contrário do que ocorre com espécies leguminosas como a soja (HUNGRIA, 

2011). No entanto, na cultura de milho, com a substituição parcial de 50% de 

fertilizantes nitrogenados por biofertilizantes, a economia com a aplicação de N pode 

chegar a cerca de 52 kg/ha-1 (HUNGRIA et. al., 2010). 

 

4.7 PRODUÇÃO DE AUXINAS 

 

 Sabe-se que as bactérias fixadoras de nitrogênio atmosférico podem formar 

simbiose com plantas como ocorre em algumas leguminosas, viver livremente no 

solo, ou ainda estarem associadas às espécies vegetais, tanto na rizosfera como 

endofiticamente (BALDANI; BALDANI, 2005; HUNGRIA, 2011). Além da fixação 

biológica de nitrogênio, essas bactérias são importantes também pela produção de 

hormônios vegetais, influenciando assim o metabolismo de plantas (JAMES; 

BALDANI, 2012).  

 Os fitormônios (citocinina, giberelina e auxina) são reguladores de 

desenvolvimento e crescimento de plantas, interferindo nos processos fisiológicos 

das mesmas (MARCHIORO, 2005; KUMAR et al., 2012). O ácido indol acético (AIA) 

é um dos principais hormônios vegetais produzidos, pois induz o crescimento de 
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raízes e pêlos radiculares, influenciando na maior absorção de água e nutrientes 

pelas plantas (BHATTACHARYYA; JHA, 2012). 

 Dentre as rotas metabólicas descritas para a biossíntese de AIA em bactérias, 

o aminoácido triptofano aparece como o principal precursor fisiológico para 

biossíntese deste fitormônio em microganismos e plantas (RADWAN et al., 2005; 

SPAEPEN et al., 2007). Os microrganismos possuem quatro rotas metabólicas 

principais para sintetizar AIA a partir de triptofano. Essas vias são classificadas de 

acordo com os seus compostos intermediários, como triptamina (TAM), indol-3-

acetonitrila (IAN), ácido indol-3-pirúvico (IpyA) e indol-3-acetamida (IAM) (LEHMANN 

et al., 2010). 

 Dentre as rotas dependentes de triptofano, a via do indol-3-acetamida (IAM) 

ocorre primeiramente na conversão de triptofano para indol-3-acetamida mediada 

pela enzima denominada ‘triptofano-2-monoxigenase', codificada pelo gene IaaM. O 

processo seguinte é a conversão de IAM em AIA, mediada pela enzima indol-3-

acetamida hidrolase, codificada pelo gene IaaH. Os genes iaaM e iaaH normalmente 

são organizados em operon e são altamente conservados em inúmeras espécies de 

bactérias (TSAVKELOVA et al., 2012; LIN; XU, 2013). 

 Estudos demonstram a importância do AIA no desenvolvimento vegetal, 

assim como indicam sua importância em eventos de nodulação. Ensaios realizados 

com co-inoculação de Azospirillum e Rhizobium em feijoeiro indicaram um número 

maior de nódulos, maior quantidade de nitrogênio fixado e maior produtividade. Em 

contrapartida, o uso de uma estipe mutante de Azospirillum para o gene ipdC, onde 

a produção de AIA é de apenas 10% trouxe resultados insatisfatórios, demonstrando 

a grande importância do AIA bacteriano na eficiência da simbiose (REMANS et al., 

2008). 

 

4.8 MUTAGÊNESE INDUZIDA 

 

 A mutação é definida como qualquer alteração herdável com capacidade de 

alterar a informação genética de um organismo. Essas alterações podem ser 

sofridas por quaisquer componentes primários do DNA, como resíduos de pentose, 

bases nitrogenadas e ligações fosfodiéster. Os danos no genoma são dependentes 

da natureza química da alteração em relação à estrutura do DNA, e as principais 

alterações herdáveis compreendem grandes rearranjos em sequências por inserção, 
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deleção ou substituição de fragmentos, em alterações pontuais nas bases 

nitrogenadas (BRAY; WEST, 2005). 

 Normalmente, os organismos são submetidos a determinado nível de 

mutações, denominadas mutações espontâneas, que são resultados de funções 

celulares normais ou interações aleatórias com o ambiente. Essas mutações 

ocorrem em uma baixa frequência e são dependentes da eficiência dos mecanismos 

celulares desenvolvidos pelos organismos durante a evolução para o 

reconhecimento e eliminação de danos (BRAY; WEST, 2005). A taxa de mutação 

espontânea é baixa e a frequência da ocorrência de mutações em microrganismos 

pode ser aumentada pela utilização de agentes com capacidade de causar 

alterações no DNA, denominados agentes mutagênicos (tratamentos químicos como 

substâncias alquilantes, ou tratamentos físicos como as radiações ionizantes) (VAN 

HARTEN, 1998; PREDIERI, 2001). 

 A mutação aleatória é empregada em grande escala para o melhoramento 

genético de linhagens para fins industriais, pois poucas indústrias utilizam cepas 

selvagens em seus processos de produção. A modificação genética das linhagens 

pode ser realizada de duas maneiras: através da produção de DNA recombinante ou 

através da utilização de agentes mutagênicos, que permite criar genótipos diferentes 

partindo de uma célula original através de alterações aleatórias nos genes 

(CONTADO, 1998; TAPIA, 2012). A vantagem da técnica de mutagênese aleatória é 

que não há necessidade de conhecimento prévio da estrutura genética para que 

seja realizada a introdução de mutação no DNA alvo, consistindo na avaliação e 

triagem de microrganismos avaliando-se o fenótipo (WONG et al., 2004; LUHE et al., 

2010). 

 Além disso, os microrganismos mutantes obtidos por esse tipo de mutação 

não são considerados organismos geneticamente modificados, pois os 

microrganismos não sofrem nenhuma modificação gênica por técnicas de 

engenharia genética, sendo facilitada a disponibilização comercial. Por lei, OGM é 

qualquer organismo cujo material genético – DNA/RNA – tenha sido modificado por 

qualquer técnica de Engenharia Genética. No artigo 6º, inciso I, da lei Vigente, é 

proibida a implementação de projeto relativo à OGM sem a manutenção de registro 

de seu acompanhamento individual (BRASIL, 2005). Porém, no artigo 4º, Inciso I, da 

lei vigente, é permitido o melhoramento genético através da mutagênese (BRASIL, 

2005). 
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 Assim, a obtenção em laboratório de estirpes de microrganismos com 

características melhoradas pode ser feita com a utilização de agentes mutagênicos 

físicos ou químicos (SHI et al., 2009; STANLEY et al., 2010).  

 

4.9 AGENTES MUTAGÊNICOS FÍSICOS 

 

 Os agentes físicos utilizados para a indução de alterações na informação 

genética são radiações que possuem determinados comprimentos de onda e 

energia. As radiações podem ser ionizantes ou não ionizantes. As radiações 

ionizantes induzem a ionização de átomos ou moléculas da matéria ao atravessá-la, 

e podem ser não particuladas como os raios-X, ou particuladas como irradiações α 

(alfa), β (beta) e γ (gama). A radiação ionizante é formadora de radicais livres na 

célula quando interage com átomos ou moléculas e esses radicais podem destruir ou 

modificar componentes celulares importantes, dependendo do nível de radiação. Se 

não ocorrer o reparo antes da replicação do DNA, essas modificações podem 

resultar em mutações herdáveis (VONARX et al., 1998; KIM et al., 2004). 

 A radiação não ionizante consiste em um aumento no nível de energia do 

átomo, que o torna menos estável (KELLER et al., 2004, WANG et al., 2009). A 

radiação ultravioleta em 260 nm tem seu efeito germicida atuando em máxima 

eficiência, causando dimerização de bases nitrogenadas em ácidos ribonucleicos 

(RNA) e desoxirribonucleicos (DNA). A replicação do DNA alterado pela incidência 

de exposição à luz UV pode gerar mutações pontuais por substituição de bases. A 

luz UV induz um padrão de mutação onde ocorre a conversão de uma citosina em 

timina, em sítios dipirimídicos (IKEHATA; ONO, 2011). Essa luz ultravioleta é capaz 

de gerar estirpes com melhor desempenho em determinadas funções quando 

comparadas as estirpes selvagens, dependendo do método de seleção das células 

sobreviventes após a utilização do agente mutagênico (PIGATTO, 2008). 

 A lâmpada germicida é a fonte de radiação mais utilizada para a indução de 

mutagênese física. Essa lâmpada emite grande quantidade de radiação na faixa de 

260 nm. As doses de radiação UV utilizadas promovem entre 90 e 95% de mortes na 

população celular, sendo os mutantes rastreados entre os sobreviventes (MADIGAN 

et al., 2004). 
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4.10 AGENTES MUTAGÊNICOS QUÍMICOS 

  

 A mutagênese química aleatória também compreende uma técnica capaz de 

gerar mutantes com capacidades fisiológicas e bioquímicas alteradas em relação às 

estirpes selvagens (MOBINI-DEHKORDI, 2008). Essa técnica utiliza agentes 

mutagênicos com o intuito de induzir modificações aleatórias dentro do material 

genético (MEDINA, 2010). 

 Existem vários grupos de compostos químicos com capacidade de indução de 

mutação: (1) compostos com composição química semelhante a bases nitrogenadas 

do DNA, e que podem induzir erros no pareamento como o 5-bromouracil e 5-

bromodeoxiuridina; (2) antibióticos que podem causar quebras nos cromossomos, 

como actinomicina D, estreptomicina e mitomicina C; (3) agentes alquilantes que 

reagem com DNA, como etil-metano-sulfonado (EMS) e metil-metano-sulfonato 

(MMS), etilenimina, 1-metil-3-nitro-1-nitroso-guanidina (MNNG) entre outros 

(TULMANN NETO et al., 1998). 

 Uma extensa gama de alterações no DNA pode ser provocada por esses 

agentes químicos, como a ocorrência de mutações pontuais por alquilação de 

bases, dificultando o mapeamento e caracterização da mutação no genoma 

(GREENE et al., 2003). Agentes químicos também podem ocasionar a troca de 

segmentos entre cromátides-irmãs ou substituição de átomos de carbono ou 

nitrogênio reativos entre estruturas de bases (VONARX et al., 1998). Agentes 

alquilantes podem induzir também a formação de N3-alquil-adenina, altamente 

citotóxica e que não é reconhecida pela DNA polimerase, bloqueando a replicação 

do DNA (BRITT, 1999). 

 O EMS induz aumento na frequência de substituições de nucleotídeos por 

transferência de radicais alquil para bases guanina no DNA, dando origem a O6-

metilguanina, e provocando erro no pareamento. O radical alquil induz pareamento 

de G com T, resultando em mutações do tipo transição de G/C para T/A (ROGOZIN 

et al., 2001; GREENE et al., 2003). Da mesma forma, o metil-metano-sulfonato 

(MMS) também é um agente alquilante, e sua reação com o genoma causa 

metilação na base nitrogenada guanina induzindo ao pareamento desta base com 

adenina, resultando na indução de transições G/C para A/T (FURLAN et al., 2002; 

ANTONIO, 2012). 

  



34 
 

4.11 MUTANTES EXCRETORES DE AMÔNIO 

 

 A mutação aleatória permite a obtenção de uma coleção de estirpes mutantes 

com diferentes tipos de modificação genotípica e fenotípica, sendo assim necessário 

uma etapa de triagem para a seleção das estirpes de interesse. Para a identificação 

de mutantes de bactérias diazotróficas com maior capacidade de excreção de 

amônio, vários trabalhos têm usado substâncias análogas ao amônio, como a 

etilenodiamina (EDA), que atua inibindo a atividade da enzima glutamina sintetase 

(GS), e possibilita a identificação de mutantes com capacidade de realizar a FBN 

sob elevadas concentrações de amônio (CHRISTIANSEN, 1991). 

 Inibidores da atividade enzimática da glutamina sintetase, como o composto 

L-metionina-D, L-sulfoximina (MSX), foram utilizados em outros experimentos, 

indicando a possibilidade de rastreio de microrganismos com capacidade de 

excreção de amônio quando bloqueada a atividade da enzima GS (BUI et al., 2014).  

 Bui et. al. (2014), em estudos com uma cianobactéria denominada Anabaena 

variabilis, obtiveram uma estirpe mutante com capacidade de excreção de amônio 

incrementada após duas rodadas de mutagênese com o agente etil-metano-

sulfonato (EMS). Após a indução da mutagênese, as estirpes mutantes foram 

inoculadas em meio de cultura com a presença de um inibidor da atividade 

enzimática da glutamina-sintetase, denominado L-metionina-D,L-sulfoximina (MSX) 

(BUI et al., 2014). 

 Algumas estirpes de Azospirillum brasilense com mutações na enzima GS 

apresentam capacidade de excreção de amônio aumentada em comparação à 

estirpe selvagem (A. brasilense Sp7), sendo que o mutante A. brasilense 7028 

apresentou 18% na atividade da enzima GS quando comparado à estirpe selvagem, 

sem que houvesse diminuição de sua capacidade de fixação biológica de nitrogênio 

(DOMMELEN et al.; 2003). Em adição, as estirpes mutantes HM14, HM26, HM053 e 

HM210 de A. brasilense, derivadas da estirpe selvagem Sp7, foram caracterizadas 

como mutantes excretoras de amônio, e selecionadas pela resistência a EDA 

(MACHADO, 1988). 

 As mutações em bactérias resistentes as EDA estão localizadas 

frequentemente em regiões do gene glnA (SRIVASTAVA; TRIPATHI, 2006). Essa 

mutação afeta parcialmente o sistema regulador da atividade do complexo 

enzimático da nitrogenase, que não se demonstra inibida pelo excesso de amônio. 
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Outras características fisiológicas também podem ser afetadas, como a ausência de 

crescimento em meio de cultivo contendo apenas nitrato, a capacidade de excreção 

de altos níveis de amônio, a ocorrência de alterações no perfil de adenilação da 

enzima GS, e alterações no transporte de amônio e na atividade da GS (MACHADO, 

1988). A liberação de amônio por estirpes mutantes de bactérias diazotróficas 

resistentes ao EDA parece estar relacionada com a quantidade de nitrogênio que a 

enzima GS pode assimilar, que se torna diminuída pela diminuição na atividade da 

enzima em decorrência dos maiores níveis de adenilação da GS, acarretando na 

diminuição da capacidade de incorporação de amônio ao glutamato (SRIVASTAVA; 

TRIPATHI, 2006). 
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5 METODOLOGIA 

 

5.1 ESTIRPE UTILIZADA E CONDIÇÕES DE CULTIVO 

 

 O isolado bacteriano utilizado neste estudo foi uma estirpe denominada 

4.3.1.1 de Azomonas sp., que foi obtido da Coleção de Bactérias Promotoras do 

Crescimento Vegetal da Universidade Estadual de Londrina (CBPCV-UEL), mantida 

pelo Laboratório de Bioquímica Molecular do Departamento de Bioquímica e 

Biotecnologia da Universidade Estadual de Londrina. Este isolado compunha a 

comunidade nativa de solos sob uso agrícola, sendo recuperado em meio de cultivo 

semi-sólido JMV (Anexo A) a partir da comunidade da rizosfera do híbrido comercial 

de milho AG 2040 (Agroceres/Monsanto). Foi caracterizado como promotor do 

crescimento de milho, com base em características bioquímicas do microrganismo e 

no incremento (32,5%) sobre o desenvolvimento inicial de milho (COSTA, 2013). Os 

parâmetros de crescimento utilizados para a seleção de mutantes em meio de cultivo 

JMV líquido (Anexo A), que utiliza manitol como fonte de carbono, foram os 

seguintes: incubação a 28oC por 144 horas, adição de 10 mM de ácido glutâmico 

como fonte de nitrogênio, e ausência de agitação orbital. 

 

5.2 INDUÇÃO DE MUTAGÊNESE ALEATÓRIA 

 

 Foram aplicadas metodologias física e química para a indução de 

mutagênese aleatória na estirpe 4.3.1.1 de Azomonas sp. Para a mutagênese física, 

cultivos celulares na concentração de 5 x 109 UFC/mL foram expostos por diferentes 

tempos (0, 5, 10, 20, 30 e 40 segundos) à radiação ultravioleta no comprimento de 

onda de 260 nm, em uma caixa de luz UV preparada para indução de mutagênese. 

Para a mutagênese química, cultivos celulares na concentração de 5 x 109 UFC/mL 

foram expostos a diferentes concentrações do composto metil-metano-sulfonato 

(MMS) (0, 2, 4, 6, 8 e 10 mM) durante meia hora em B.O.D. a 28 ºC. Em seguida, as 

células provenientes deste tratamento foram submetidas a dois processos de 

lavagem com tampão fosfato (Anexo B) e centrifugação (15.000 rpm por 10 minutos) 

para retirada do MMS.  

 Após exposição dos cultivos celulares aos tratamentos de indução de 

mutagênese, um volume de 100 µL de cada cultivo mutagenizado foi plaqueado em 
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meio JMV sólido em triplicata por tratamento, sendo realizada a construção da curva 

de sobrevivência para cada tratamento, por contagem de unidades formadoras de 

colônias (UFC) após três dias de incubação a 28°C. A partir da construção das 

curvas de sobrevivência para os diferentes tratamentos, foram definidos os 

parâmetros de indução de mutagênese para a estirpe 4.3.1.1 de Azomonas sp. 

 Foram também realizados experimentos para construção de uma curva de 

tolerância ao composto etilenodiamina (EDA). Para alcançar este objetivo, foram 

testadas diferentes concentrações de EDA (1,5; 7,5; 11; 15; 22,5; 30; 45; 60 e 75 

mM) aplicado sobre o meio de cultivo JMV sólido. Cultivos celulares de Azomonas 

sp. 4.3.1.1 com concentração inicial de 5 x 103 UFC/mL foram inoculados em placas 

de Petri com meio JMV acrescido de EDA nas diferentes concentrações, e 

determinou-se o número de UFC após três dias de incubação a 28°C. A partir da 

construção da curva de tolerância ao EDA, foi definida concentração deste composto 

a ser utilizada para identificar os mutantes com possível alteração na capacidade 

diazotrófica. 

 Após a definição das condições ideais para indução de mutagênese e seleção 

dos mutantes de interesse, colônias puras do microrganismo alvo foram inoculadas 

em meio líquido de cultura denominado meio L (Anexo C), e após 24 horas de 

crescimento a 28 °C sob agitação orbital de 180 rpm, a concentração de células foi 

ajustada por leitura espectrofotométrica para uma D.O. 600 nm de 0,5. Alíquotas de 

1,0 mL destas suspensões foram submetidas à indução de mutagênese aleatória 

pelos diferentes métodos testados, físico e químico, e por um método combinado 

(mutagênese física seguida de mutagênese química) do mesmo modo que foram 

realizados individualmente. No total foram realizados cinco experimentos em cada 

processo para a indução de mutação na estirpe 4.3.1.1., seguindo os três processos 

de mutagênese: Indução de mutagênese por processo físico, indução de 

mutagênese por processo químico e indução de mutagênese por processo 

combinado, ou seja, aplicação do processo físico seguido do processo químico 

seguindo as condições de indução pré-definidas para cada processo. 

 Após a aplicação dos tratamentos de indução de mutagênese, alíquotas de 

100 µL das suspensões celulares tratadas foram inoculadas em placas de Petri 

contendo meio L adicionado de 30 mM do agente de seleção EDA, e incubadas por 

três dias a 28ºC para o aparecimento das colônias contendo os mutantes com 

alteração no metabolismo do nitrogênio. Foram inoculadas 30 placas de Petri para 
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cada tratamento, totalizando 90 placas por experimento. Após estes experimentos, 

os mutantes selecionados foram repicados para novas placas de Petri contendo 

meio L adicionados de 15 mM de EDA para comprovação da resistência ao EDA. As 

estirpes mutantes selecionadas foram cultivadas em meio JMV líquido por 24 horas 

sob agitação orbital (180 rpm) e temperatura controlada (28ºC), sendo em seguida 

preparadas para criopreservação pela adição de 1 volume de glicerol aos cultivos, e 

armazenados na CBPCV-UEL. 

 

5.3 QUANTIFICAÇÃO DE AMÔNIO 

  

 As estirpes que apresentaram resistência à concentração de EDA definida 

para a etapa de seleção de mutantes foram submetidas à avaliação quantitativa da 

excreção de nitrogênio amoniacal para identificar aquelas com potencial capacidade 

diazotrófica melhorada. Em adição, foram realizados testes bioquímicos (produção 

de AIA e determinação da concentração de proteínas em cultivos) para avaliação 

fisiológica comparativa dos mutantes com a estirpe selvagem, buscando a 

ocorrência de outros fenótipos possivelmente alterados em decorrência dos 

tratamentos de indução de mutação. 

 As colônias selecionadas pela resistência ao EDA foram avaliadas quanto à 

capacidade de excreção de amônio por meio de uma reação colorimétrica definida 

por Page et al. (1982). Para estas avaliações, as células foram crescidas em tubos 

de ensaio contendo 10 mL de meio JMV adicionado de 10 mM de ácido glutâmico. 

Os cultivos foram conduzidos sob incubação a 28oC por 144 horas, na ausência de 

agitação. Ao final do período de incubação, as culturas foram centrifugadas a 9.000 

rpm por 10 minutos para sedimentação da biomassa celular e obtenção do extrato 

livre de células (ELC). Para a quantificação do amônio excretado pelos mutantes, 10 

mL do ELC de cada isolado selecionado foi adicionado de 0,4 mL do reagente 1 (1g 

de fenol em 10 mL de etanol 95%), 0,4 mL do reagente 2 (0,1 g de nitroprussiato de 

sódio em 20 mL de água destilada), e 1 mL do reagente 3 (2 g de citrato trisódico, 

0,1 g de hidróxido de sódio, 10 mL de água destilada e 2,5 mL de hipoclorito de 

sódio comercial (teor de cloro ativo de 2,5 % p/p). Após três horas de reação em 

ambiente escuro e sem agitação, o N amoniacal presente na solução forma um 

composto com coloração azul, sendo a intensidade medida a 630 nm em 

espectrofotômetro. A quantidade de N amoniacal foi determinada utilizando uma 
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curva padrão com concentrações crescentes (50 a 1000 µg NH4 L
-1) de (NH4)2SO4 

com intensidade medida a 630 nm. As determinações foram realizadas com três 

réplicas, cada uma com três replicatas. 

 

5.4. PRODUÇÃO DE COMPOSTOS INDÓLICOS (ÁCIDO INDOLACÉTICO) 

 

 A produção de compostos indólicos pelos isolados mutantes selecionados foi 

determinada pela aplicação do ensaio colorimétrico de Salkowski (SARWAR; 

KREMER, 1995), com modificações (BAUTISTA; GALLARDO, 2008). As células 

foram cultivadas em 5 mL de meio líquido Dygs acrescido de DL-triptofano (100 μg 

mL-1), mantidos por 48 horas a 28oC sem agitação. Ao final do período de cultivo, 

uma alíquota de 2 mL de células de cada isolado foi centrifugada a 9.000 rpm por 5 

minutos, obtendo-se o extrato livre de células utilizado na reação. Para a 

quantificação da concentração de compostos indólicos, 0,5 mL do ELC foi transferido 

para tubos de ensaio e adicionado de 1,0 mL do reagente de Salkowski modificado 

(FeCl3 40 mM; H2SO4 7,9 M). Após 30 minutos de reação no escuro, a concentração 

de compostos indólicos foi determinada por espectrofotometria a 540 nm, utilizando 

uma curva padrão com concentrações crescentes (0 a 100 μM mL-1) de ácido-3-indol 

acético sintético. As determinações foram realizadas com três réplicas, cada uma 

com três replicatas. 

 

5.5. DETERMINAÇÃO DE PROTEÍNAS 

 

 O teor de proteínas foi determinado nos cultivos utilizados para a 

quantificação de amônio e compostos indólicos, com o objetivo de normalizar as 

leituras para os diferentes isolados avaliados. Para esta finalidade, a biomassa 

celular sedimentada na etapa de obtenção do ELC, foi adicionada 10 mL de solução 

de NaOH 0,1M nos tubos utilizados na quantificação de amônio e de 2 mL nos tubos 

utilizados para quantificação de compostos indólicos. As amostras foram agitadas e 

incubadas por 30 min a 90°C para lise celular, utilizando o material lisado para 

determinação da concentração de proteínas seguindo o método de Bradford 

(BRADFORD, 1976). Brevemente, alíquotas de 0,1 mL do lisado celular foram 

transferidas para tubos de ensaio e adicionadas de 1,0 mL de reativo de Bradford 

diluído 1/5 em água destilada, incubando-se as amostras por cinco minutos em 
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temperatura ambiente e seguindo a leitura espectrofotométrica a 595nm. A 

concentração de proteínas foi determinada a partir de uma curva de calibração 

construída com concentrações crescentes (10 a 100 μg/mL) de soroalbumina 

bovina. As determinações foram realizadas com três réplicas, cada uma com três 

replicatas. 

 

5.6. INCREMENTO NO DESENVOLVIMENTO INICIAL DE MILHO 

 

 A capacidade promotora do crescimento de plantas de milho foi avaliada para 

os isolados mutantes selecionados e para a estirpe selvagem, conforme Costa 

(2013). Neste ensaio foram utilizadas sementes de milho híbrido P30F53H (Pioneer), 

previamente desinfestadas. A desinfestação das sementes ocorreu por imersão em 

solução de etanol 95% (v/v) por 30 segundos, seguida de imersão em solução de 

H2O2 5% (v/v) por 10 minutos, e finalmente lavadas por seis vezes com água 

deionizada esterilizada (MARSUDI et al., 1999). Após a desinfestação superficial, 12 

sementes de milho foram dispostas em papel germinativo (germitest) umedecido 

com volume de água destilada esterilizada equivalente a 2,5 vezes o peso do papel 

(BRASIL, 1992). As sementes destinadas a cada tratamento foram embebidas em 

solução com concentração determinada de células de modo que cada semente 

recebeu em torno de 106 células de inóculo bacteriano, e após a inoculação as 

sementes foram dispostas no papel germitest umedecido para formação dos rolos de 

germinação, que foram dispostos em sacos plásticos para evitar a perda de umidade 

(ISTA, 2004). Os ensaios de promoção do crescimento foram estabelecidos com 

quatro repetições (subamostras contendo 12 sementes para cada tratamento), 

mantendo os rolos de germinação durante sete dias em câmara climatizada tipo 

Fitotron, sob regime luminoso de 12:12 horas (luz-escuro), temperatura de 28ºC e 

umidade de 40%. 

 Após o período de desenvolvimento inicial (germinação), as plantas de milho 

foram submetidas à análise de alguns parâmetros biométricos. Foram realizadas 

determinações de peso fresco de parte aérea, peso fresco de raízes, peso seco de 

raízes, peso seco da parte aérea, e arquitetura do sistema radicular (diâmetro, área, 

volume e comprimento) pela análise de imagens digitalizadas com auxílio do 

software GiA Roots (GALKOVSKYI, 2012). As avaliações foram realizadas de 

maneira comparativa a plantas germinadas na ausência de bactérias, sendo os 
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dados obtidos submetidos à análise de variância e na existência de diferenças 

significativas entre tratamentos, foi aplicado o Teste t para a comparação das 

médias com auxílio do pacote estatístico SASM-Agri (CANTERI, 2001). 
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

6.1. MUTAGÊNESE 

  

 As condições ideais utilizadas para a indução de mutagênese aleatória sobre 

a estirpe 4.3.1.1 de Azomonas sp. estão representadas nas Figuras 2 e 3 e 4. 

 A Figura 2 apresenta a curva de sobrevivência da estirpe 4.3.1.1 de 

Azomonas sp. após a exposição por 30 minutos a diferentes concentrações do 

agente químico alquilante metil-metano-sulfonato (MMS). Com base nos resultados 

obtidos, foi possível definir uma concentração de 4 mM de MMS, por permitir uma 

taxa de sobrevivência em torno de 3,20 % de células. A figura 3 apresenta, da 

mesma forma, a curva de sobrevivência da estirpe 4.3.1.1. de Azomonas sp. após 

sua exposição à radiação ultravioleta por diferentes períodos de tempo. Com base 

nesta curva, definiu-se que o melhor tempo para exposição à radiação ultravioleta foi 

de 5 segundos, uma vez que permitiu uma taxa de sobrevivência na faixa de 3,60 % 

de células. A escolha desses tratamentos (concentração de MMS e tempo de 

exposição à luz UV) teve como base a taxa de morte mínima necessária para que 

ocorra a mutação, definida em 90%, estando os mutantes incluídos dentro dos 

sobreviventes (MADIGAN et al., 2004). 

 Na figura 4 é mostrada a diminuição no número de Unidades Formadoras de 

Colônia de acordo com o aumento da concentração de EDA no meio de cultura L 

sólido. Após esses experimentos a concentração de EDA definida para a etapa de 

seleção de mutantes foi de 30 mM de EDA líquido, diluído em meio de cultura. A 

utilização de EDA permite selecionar os mutantes com capacidade reduzida de 

transporte de amônio para dentro da célula, uma vez que sua incorporação ao 

glutamato pela enzima GS é inibida; desta forma os microrganismos com 

capacidade de FBN apresentam aumento na capacidade de excretar o NH4
+ 

derivado da fixação de nitrogênio, uma vez que este íon é tóxico à célula 

(MACHADO et al., 1991). É possível observar pelo gráfico que a partir da 

concentração de 15 mM de EDA não houve crescimento de células da estirpe 

selvagem, sugerindo a completa inibição do metabolismo do nitrogênio, pela inibição 

da atividade da enzima GS, nesta estirpe. Neste sentido, a escolha pela 

concentração de 30 mM para a etapa de seleção de mutantes com alteração no 
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metabolismo do nitrogênio foi fundamentada na possibilidade de evitar a seleção de 

falsos mutantes. 

 

Figura 3 – Taxa de sobrevivência da estirpe 4.3.1.1 de Azomonas sp. após 
mutação química com agente químico alquilante MMS (metil-metano-
sulfonato) em exposição por 30 minutos e crescimento por 72 horas em 
meio JMV sólido a 28 ºC. 

 

 

Figura 4 – Taxa de sobrevivência da estirpe 4.3.1.1 de Azomonas sp. após 
mutação física por exposição à radiação ultravioleta com comprimento 
de onda de 260 nm e crescimento por 72 horas em meio JMV sólido a 
28 ºC. 
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Figura 5 – Taxa de tolerância da estirpe 4.3.1.1 de Azomonas sp. após crescimento 
em meio de cultura JMV sólido a 28 ºC por 72 horas com diferentes 
concentrações de Etilenodiamina (EDA). 

 

 

 Ao final dos experimentos de mutagênese, foram selecionadas quatro 

mutantes tolerantes ao EDA provenientes do processo de mutagênese química, 

denominadas B1T5-1, B1T5-2, B1T5-3 e B1T5-4, comprovando a eficiência da 

utilização do MMS na indução de mutações aleatórias no genoma (FURLAN et al., 

2002; ANTONIO, 2012). Não foram obtidos mutantes resistentes a EDA pelo 

processo de indução de mutagênese aleatória utilizando exclusivamente métodos 

físicos (exposição à luz U.V. por 5 s), sugerindo que esta metodologia apresenta 

uma taxa de indução de mutação baixa sobre os genes relacionados ao processo de 

FBN. Por outro lado, o processo combinado (mutagênese física seguido da 

mutagênese química) de indução de mutagênese aleatória demonstrou maior 

eficiência para a obtenção de mutantes de Azomonas sp. resistentes ao EDA, 

resultando na seleção de 12 estirpes denominadas B1T7-1, B1T7-2, B1T7-3, B1T7-

4, B1T7-5, B1T7-6, B1T7-7, B1T7-8, B1T7-9, B1T7-10, B1T7-11 e B1T7-12. Esse 

fato pode ser resultado de um efeito sinérgico da combinação das metodologias 

aplicadas, potencializando a indução de mutação do DNA resultando em alteração 

fenotípica (HOUTGRAAF et al., 2006). No total dos experimentos de indução de 

mutagênese, foram obtidos 16 isolados resistentes ao EDA.  
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6.2. EXCREÇÃO DE AMÔNIO PELAS ESTIRPES SELECIONADAS 

  

 A avaliação quantitativa do amônio presente no cultivo dos isolados 

selecionados para resistência ao EDA demonstrou variações significativas na 

quantidade de amônio excretado pelos diferentes isolados (Tabela 1). Os valores 

obtidos estão discutidos pelos valores normalizados como a relação entre a 

quantidade do amônio excretado (presente no ELC) pela quantidade de proteínas 

totais das culturas, apresentados como a relação média entre amônio/proteína 

(µg/mg) presente em culturas crescidas em meio JMV líquido durante 144 horas, a 

28ºC e sem agitação. 

 Os resultados obtidos indicaram que as estirpes selecionadas para resistência 

ao EDA apresentaram desde uma grande diminuição na quantidade de amônio 

excretado, como por exemplo, o mutante B1T7-11 com 18,8% da quantidade de 

amônia excretada pela estirpe selvagem, até grandes aumentos como observado 

para o mutante B1T7-6, chegando a 217,9% da quantidade excretada pela estirpe 

selvagem. Mesmo considerando esta grande variação na quantidade de amônio 

excretado pelas estirpes mutantes, somente três estirpes (B1T5-2, B1T7-2 e B1T7-6) 

dentre as 16 selecionadas apresentaram diferenças significativas em relação à 

estirpe selvagem, todas com valores aumentados. Neste sentido, é importante 

destacar que a metodologia empregada demonstrou-se adequada para a melhoria 

potencial da capacidade diazotrófica de Azomonas sp. 

 Uma maior excreção de amônio sugere uma maior capacidade de realizar a 

fixação biológica do nitrogênio, indicando que este processo não parece inibido por 

elevadas concentrações de amônio nestas estirpes. Estirpes bacterianas com alta 

capacidade de excreção de amônio tem potencial para suprir parcialmente a 

necessidade de N em cultura de gramíneas, sendo que uma planta bem nutrida em 

N tem maior capacidade de crescimento de área foliar e do sistema radicular, pois 

esse nutriente possui influência direta sobre a divisão e expansão celular, e sobre a 

fotossíntese (BULL, 1993; VARVEL et al. 1997; TAIZ; ZEIGER, 2009). 
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Tabela 1 – Excreção de amônio (NH4
+) de Azomonas sp. selvagem e mutantes 

resistentes a etilenodiamina. 

(1) Letras diferentes indicam contraste pelo Teste t a 5 % de probabilidade. 
 

6.3. PRODUÇÃO DE COMPOSTOS INDÓLICOS PELAS ESTIRPES SELECIONADAS 

 

 Os resultados da avaliação quantitativa da produção de compostos indólicos 

(auxinas) mostrou variações significativas entre as estirpes mutantes selecionadas 

(Tabela 2). Esta análise está discutida como a relação entre a quantidade de 

compostos indólicos totais presentes no ELC e a quantidade de proteínas totais das 

culturas, da mesma forma que a excreção de amônio foi apresentada, exceto que o 

período de crescimento utilizado para esta análise foi menor (48 horas de 

crescimento). Assim como observado para a excreção de amônio, a produção de 

compostos indólicos pelos mutantes selecionados apresentou grande variação em 

relação à quantidade produzida pela estirpe selvagem 4.3.1.1 de Azomonas sp. 

Foram observados desde a diminuição de até 79,4% na produção de compostos 

indólicos (mutante B1T7-5), como também incrementos de até 199,3% (mutante 

B1T7-11), comparativamente à quantidade de auxina-equivalente presente no ELC 

da estirpe selvagem. Por outro lado, enquanto somente três mutantes apresentaram 

Estirpe 
Metodologia para 
indução de mutação [NH4

+] [proteínas] [NH4
+/proteínas] 

µg/mL µg/mL µg/mg 

4.3.1.1 Selvagem 4,213 a(1) 169,197 ab 24,936 bcd 

B1T7-6 Química + física 1,229 bc 22,870 f 54,344 a 
B1T5-2 Química  1,083 c 28,426 f 51,463 a 
B1T7-2 Química + física 0,933 c 21,944 f 49,998 a 
B1T5-3 Química 1,346 bc 35,370 ef 38,596 ab 
B1T5-4 Química 1,089 c 35,370 ef 36,978 ab 
B1T5-1 Química 1,829 b 77,037 cdef 36,027 ab 
B1T7-1 Química + física 1,086 c 37,222 def 35,814 ab 

B1T7-7 Química + física 0,979 c 30,741 f 31,697 abc 
B1T7-3 Química + física 0,953 c 51,574 def 22,841 bcd 
B1T7-10 Química + física 1,049 c 59,907 cdef 18,824 bcd 
B1T7-4 Química + física 0,966 c 107,130 bcd 15,484 bcd 
B1T7-12 Química + física 0,833 c 59,444 cdef 14,909 bcd 
B1T7-8 Química + física 1,009 c 79,352 cdef 14,406 bcd 
B1T7-9 Química + física 0,993 c 104,352 bcde 10,615 cd 
B1T7-5 Química + física 0,939 c 123,333 bc 7,682 cd 
B1T7-11 Química + física 0,969 c 225,648 a 4,687 d 

Coeficiente de variação (CV%) 31,13 56,51 53,83 
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capacidade de excreção de amônio maior que a estirpe selvagem, o incremento na 

produção de compostos indólicos foi identificado em oito dos 16 mutantes 

selecionados para resistência ao EDA, e uma diminuição significativa na produção 

de auxina-equivalente ocorreu em seis dos mutantes selecionados.  

Interessantemente, as estirpes mutantes B1T7-6, B1T5-2 e B1T7-2 tiveram 

incrementos significativos na quantidade de amônio excretado e também na 

produção de auxina-equivalente, enquanto a estirpe mutante B1T7-11 exibiu a 

menor capacidade de excreção de amônio e a maior capacidade de biossíntese de 

auxina-equivalente. Merzaeva et al. (2010) mostraram que a biossíntese de AIA em 

meio de cultura líquido é dependente também da aeração e fonte de nitrogênio, 

assim uma maior disponibilidade de nitrogênio é importante para a obtenção de uma 

maior produção do ácido 3-indolacético. Entretanto esta relação parece não ter 

ocorrido para as estirpes B1T7-8, B1T7-9, B1T7-11 e B1T7-12, que apresentaram 

decréscimo (não significativo) na capacidade de excreção de amônio de 42,3%, 

57,4%, 81,2% e 40,2%, respectivamente, sendo que todas estas estirpes mutantes 

apresentaram maior quantidade de auxina-equivalente no ELC do que a estirpe 

selvagem. Estudos mais detalhados sobre as modificações genômicas ocorridas nas 

estirpes mutagenizadas deverão auxiliar na compreensão dos fenótipos observados. 
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Tabela 2 – Produção de compostos indólicos totais (AIA-equivalente) de Azomonas sp. 
selvagem e mutantes resistentes a etilenodiamina. 

(1) Letras diferentes indicam contraste pelo Teste t a 5 % de probabilidade. 
 

 O ácido indol acético é considerado um dos principais fitormônios produzidos 

por bactérias promotoras de crescimento (SIMON; ETRÁSEK, 2011). Algumas 

estirpes de bactérias fixadoras de nitrogênio (Azospirillum brasilense Cd, 

Azospirillum lipoferum Br17, Herbaspirillum seropedicae Z67, Herbaspirillum 

rubrisubalbicans M4 e Herbaspirillum sp.) foram analisadas quanto à capacidade de 

biossíntese de AIA-equivalente, e o efeito da inoculação destas estirpes em trigo e 

milho. Em ensaios realizados in vitro, as estirpes mostraram correlação positiva 

entre a quantidade de AIA-equivalente (indóis totais) e a concentração de triptofano 

adicionado ao meio de cultivo, além de promover alongamento radicular, tanto nas 

plantas de milho, quanto em trigo (RADWAN, 2004). Também foi observado efeito 

positivo do fitormônio auxina produzido pela espécie bacteriana Pseudomonas 

fluorescens inoculada em sementes de milho, resultando no aumento do 

comprimento radicular (HERNANDEZ-RODRIGUEZ et. al., 2008). 

  

 

Estirpe 
Metodologia para 
indução de mutação [AIA] [proteínas] [AIA/proteínas] 

µg/mL µg/mL µg/mg 

4.3.1.1 Selvagem 5,636 a(1) 446,019 bc 12,355 e 

B1T7-6 Química + física 4,512 bcd 277,037 efg 17,507 cd 
B1T5-2 Química  5,737 a 263,611 efg 21,624 ab 
B1T7-2 Química + física 4,928 abc 259,213 fg 19,124 bcd 
B1T5-3 Química 4,358 bcd 277,731 efg 15,941 de 
B1T5-4 Química 5,194 ab 390,926 cd 13,395 e 
B1T5-1 Química 3,809 d 462,454 ab 8,421 f 
B1T7-1 Química + física 4,305 bcd 517,546 a 8,526 f 

B1T7-7 Química + física 1,530 ef 327,037 de 4,748 gh 
B1T7-3 Química + física 1,584 ef 274,491 efg 5,838 fgh 
B1T7-10 Química + física 5,710 a 271,250 efg 21,381 ab 
B1T7-4 Química + física 1,845 e 304,352 ef 6,792 fg 
B1T7-12 Química + física 4,898 abc 239,552 fg 20,884 bc 
B1T7-8 Química + física 4,070 cd 227,500 g 18,041 bcd 
B1T7-9 Química + física 5,061 ab 263,380 efg 19,438 bcd 
B1T7-5 Química + física 0,620 f 256,204 fg 2,551 h 
B1T7-11 Química + física 5,620 a 230,741 g 24,626 a 

Coeficiente de variação (CV%) 20,93 18,52 22,34 
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 Em geral, as auxinas exógenas provenientes do metabolismo de BPCV têm 

como função principal a promoção de crescimento de raízes, o que resulta em maior 

absorção nutricional e contribui diretamente no desenvolvimento vegetal 

(MARCHIORO, 2005). As auxinas possuem também outras funções fisiológicas, 

regulando diversos processos de crescimento em órgãos vegetais, como 

diferenciação de tecido vascular, divisão celular de câmbio vascular e expansão da 

lâmina foliar. Além disso, auxinas sintéticas tem capacidade de atuar como 

herbicidas seletivos (DAVIES, 2007). 

  

6.4. AVALIAÇÃO DO DESENVOLVIMENTO INICIAL DE PLÂNTULAS DE MILHO INOCULADAS 

 

 Após o período de sete dias de inoculação, as sementes do híbrido de milho 

P30F53H (DuPont) inoculadas com as 16 estirpes mutantes (106 cel/ semente), bem 

como os tratamentos controle (inoculação com a estirpe selvagem e sementes sem 

inoculação), foram analisados os seguintes parâmetros de crescimento das 

plântulas: peso de matéria fresca de parte aérea e de raiz, peso de matéria seca de 

parte aérea e de raiz, diâmetro de raízes, área do sistema radicular, volume do 

sistema radicular e comprimento de raízes. Todos os valores foram mensurados 

avaliando-se as médias de 48 sementes inoculadas em cada tratamento. Não houve 

influência significativa da inoculação das estirpes mutantes e selvagem de 

Azomonas sp. 4.3.1.1. sobre a germinação das sementes de milho.  
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Tabela 3 – Número de sementes germinadas de acordo com estirpe inoculada 

(1) Letras diferentes indicam contraste pelo Teste t a 5 % de probabilidade. 
 

6.4.1 Peso de Matéria Fresca 

 

 As determinações gravimétricas da matéria fresca das plântulas de milho sob 

os diferentes tratamentos de inoculação (controle não inoculado, inoculação com a 

estirpe selvagem 4.3.1.1 de Azomonas sp. e respectivos mutantes resistentes ao 

EDA) não indicaram diferenças significativas no peso fresco total (peso das plantas), 

conforme a Tabela 3. Entretanto os resultados indicaram que a partição da matéria 

fresca entre raízes e a parte aérea das plântulas foi influenciada pela inoculação de 

alguns dos mutantes avaliados. Esta influência é melhor observada nos valores da 

relação entre a matéria fresca da raiz, onde as plântulas de milho inoculadas com as 

estirpes mutantes B1T7-8, B1T7-6, B1T7-7 e B1T7-1 apresentaram valores 

superiores aos observados para as plantas não inoculadas (Controle) e aos 

observados para as plantas inoculadas com a estirpe selvagem (4.3.1.1), enquanto a 

inoculação das sementes de milho com a estirpe B1T5-2 resultou em plântulas com 

menores valores para este mesmo parâmetro, comparativamente às plantas não 

Estirpe 
         Planta 

        (g) 

Controle 12,00 a
(1)

 

4.3.1.1 9,50 a 

B1T7-6 10,50 a 

B1T5-2 11,25 a 

B1T7-2 11,50 a 

B1T5-3 11,75 a 

B1T5-4 12,00 a 

B1T5-1 11,25 a 

B1T7-1 10,50 a 

B1T7-7 11,00 a 

B1T7-3 10,50 a 

B1T7-10 10,25 a 

B1T7-4 10,50 a 

B1T7-12 11,00 a 

B1T7-8 10,50 a 

B1T7-9 11,75 a 

B1T7-5 11,25 a 

B1T7-11 10,50 a 

Coeficiente de variação (CV%)      3,96 
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inoculadas. Apesar da relação raiz:parte aérea indicar se houve direcionamento do 

metabolismo para o desenvolvimento de algum destes tecidos, a análise do peso 

fresco de raízes indicou somente que somente a estirpe B1T7-8 apresentou valor 

significativamente superior aos tratamentos controle (não inoculado e inoculado com 

a estirpe selvagem), enquanto as plantas inoculadas com a estirpe B1T5-3 tiveram 

menor peso fresco de raízes que as plantas inoculadas com a estirpe selvagem. Da 

mesma forma, a avaliação da matéria fresca da parte aérea indicou que as estirpes 

mutantes B1T5-2 e B1T712 levaram a maiores valores que os observados para as 

plantas não inoculadas, enquanto a inoculação com os mutantes B1T7-7, B1T7-1, 

B1T7-6 e B1T7-8 levou a diminuição da matéria fresca da parte aérea 

comparativamente às plantas inoculadas com a estirpe selvagem, sendo que as 

duas últimas diferiram também das plantas não inoculadas (Tabela 3).  

 

Tabela 4 – Peso médio da matéria fresca e relação gravimétrica entre o peso médio de 
aízes e o peso médio da parte aérea de plântulas de milho inoculadas com 
estirpes da bactéria Azomonas sp. selvagem e mutantes resistentes a 
etilenodiamina, após sete dias de incubação em câmara de germinação. 

(1) Letras diferentes indicam contraste pelo Teste t a 5 % de probabilidade. 
 

Estirpe 
Planta 

(g) 
Raízes (R) 

(g) 
Parte aérea (PA) 

(g) 
R/PA 

Controle 1,163 NS 0,693 bcde 0,469 cdef 1,478 efgh 
4.3.1.1 1,203 NS 0,708 bcd 0,494 abcd 1,436 fghi 

B1T7-6 1,130 NS 0,724 abc 0,406 gh 1,789 ab 
B1T5-2 1,220 NS 0,689 cde 0,531 ab 1,308 i 
B1T7-2 1,149 NS 0,697 bcde 0,452 cdefgh 1,547 cdefg 
B1T5-3 1,115 NS 0,645 e 0,470 cdef 1,372 hi 
B1T5-4 1,121 NS 0,681 cde 0,440 defgh 1,552 cdefg 
B1T5-1 1,141 NS 0,657 de 0,484 bcde 1,365 hi 
B1T7-1 1,143 NS 0,706 bcd 0,437 efgh 1,638 bcd 

B1T7-7 1,127 NS 0,702 bcde 0,425 fgh 1,665 bc 
B1T7-3 1,222 NS 0,721 abc 0,501 abc 1,442 fghi 
B1T7-10 1,155 NS 0,715 abc 0,440 defgh 1,625 cde 
B1T7-4 1,162 NS 0,706 cde 0,456 cdefg 1,549 cdefg 
B1T7-12 1,293 NS 0,747 ab 0,546 a 1,379 hi 
B1T7-8 1,164 NS 0,767 a 0,397 h 1,941 a 
B1T7-9 1,174 NS 0,720 abc 0,454 cdefg 1,588 cdef 
B1T7-5 1,128 NS 0,674 cde 0,454 cdefgh 1,489 defgh 
B1T7-11 1,221 NS 0,716 abc 0,505 abc 1,424 ghi 
Coeficiente de 
variação (CV%) 6,10 5,78 8,64 7,23 
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 As diferenças no peso da matéria fresca de raízes e da parte aérea das 

plantas de milho sob os diferentes tratamentos de inoculação não podem ser 

explicadas com base na capacidade de excreção de amônio ou de produção de 

auxina-equivalente pelas estirpes testadas. Não foi observada correlação 

significativa (dados não apresentados) entre estes parâmetros, entretanto as 

análises baseadas no peso fresco podem mascarar efeitos dos tratamentos 

testados, uma vez que podem ter ocorrido variações no conteúdo de água das 

plântulas decorrente de fatores experimentais não controlados. 

 

6.4.2 Peso de Matéria Seca 

 

 Não foram observadas diferenças significativas no peso seco total das 

plântulas de milho em resposta à inoculação com a bactéria Azomonas sp. 4.3.1.1 e 

respectivos mutantes resistentes ao EDA (Tabela 4), e não houve correlação 

aparente entre os parâmetros de desenvolvimento inicial do milho e a capacidade de 

excreção de amônio ou produção de auxina pelas estirpes mutantes. Entretanto, 

houveram diferenças com relação à partição da matéria seca, entre raízes e a parte 

aérea dos diferentes tratamentos. Os mutantes B1T7-8, B1T7-6, B1T7-7, B1T7-1, 

B1T7-10 e B1T7-4 levaram a modificações na partição do carbono que privilegiaram 

o desenvolvimento do sistema radicular em maior intensidade do que observado 

para as plantas não inoculadas e plantas inoculadas com a estirpe selvagem 4.3.1.1 

de Azomonas sp, como observado para a relação entre o peso seco de raízes e o 

peso seco da parte aérea. Este efeito ocorreu principalmente pela diminuição da 

quantidade de carbono destinado ao desenvolvimento da parte aérea, uma vez que 

as plantas inoculadas com os mutantes B1T7-10, B1T7-9, B1T7-1, B1T7-2, B1T7-7, 

B1T7-6, B1T5-4 e B1T7-8 levaram a menor quantidade de matéria seca nestes 

tecidos do que as plantas inoculadas com a estirpe selvagem 4.3.1.1. Os efeitos 

sobre o desenvolvimento do sistema radicular não foram em sua maioria 

significativos, exceto para o mutante B1T7-8, que levou a maior quantidade de 

matéria seca de raízes em comparação às plantas controle.  

 BORTOLINI et. al. (2002) diz que a matéria seca é um parâmetro excelente 

na indicação de intensidade de crescimento de plantas. Estudos anteriores 

mostraram que bactérias com capacidade de produção de AIA extracelular 

favorecem ao acúmulo de matéria seca em plantas, pois contribuem na produção de 
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biomassa, além da indução de crescimento radicular e crescimento de pêlos 

radiculares (MOLLA et al., 2001; GARCÍA et al., 2010).  

 

Tabela 5 – Peso médio da matéria seca e relação gravimétrica entre o peso médio de 
raízes e o peso médio da parte aérea de plântulas de milho inoculadas com 
estirpes da bactéria Azomonas sp. selvagem e mutantes resistentes a 
etilenodiamina, após sete dias de incubação em câmara de germinação. 

(1) Letras diferentes indicam contraste pelo Teste t a 5 % de probabilidade. 
 

6.4.3 Arquitetura do Sistema Radicular 

 

 As imagens digitalizadas das raízes foram avaliadas pelo programa Giaroots 

de acordo com os seguintes parâmetros: Diâmetro médio de raiz, área superficial de 

raiz, volume de raiz e comprimento de raiz. 

 Em relação ao diâmetro médio de raiz, a estirpe selvagem  diferiu das demais 

estirpes testadas, alcançando um diâmetro médio de 0,470 mm. As estirpes 

mutantes B1T7-1, B1T5-1, B1T5-3, B1T5-2, B1T5-4, B1T7-2, B1T7-3 e B1T7-4 

apresentaram diâmetro médio de raízes superior às plantas não inoculadas, 

enquanto as estirpes B1T7-9, B1T7-11 e B1T712 apresentaram raízes mais finas 

Estirpe 
Planta 
(mg) 

Raízes (R) 
(mg) 

Parte aérea (PA) 
(mg) 

R/PA 

Controle 96,675 NS 57,583 cde 39,092 abcd 1,474 ghi 
4.3.1.1 100,294 NS 58,276 bcde 42,017 a 1,387 hij 

B1T7-6 100,136 NS 64,439 ab 35,698 cde 1,808 b 
B1T5-2 98,595 NS 58,477 bcde 40,119 abc 1,473 ghi 
B1T7-2 94,102 NS 57,936 cde 36,167 cde 1,604 cdefg 
B1T5-3 92,521 NS 55,028 de 37,492 abcde 1,466 ghi 
B1T5-4 92,417 NS 57,583 cde 34,833 de 1,659 bcdef 
B1T5-1 102,667 NS 60,763 bcd 41,905 ab 1,450 ghi 
B1T7-1 97,709 NS 61,487 abcd 36,222 cde 1,725 bcd 

B1T7-7 98,994 NS 63,088 abc 35,906 cde 1,760 bc 
B1T7-3 98,714 NS 59,155 bcd 39559 abc 1,496 fghi 
B1T7-10 100,914 NS 63,478 abc 37,436 bcde 1,697 bcde 
B1T7-4 98,070 NS 59,379 bcd 38,691 abcd 1,539 efgh 
B1T7-12 91,793 NS 52,684 ef 39,109 abcd 1,355 ij 
B1T7-8 101,673 NS 67,861 a 33,812 e 2,018 a 
B1T7-9 94,769 NS 58,288 bcde 36,481 cde 1,604 cdefg 
B1T7-5 96,078 NS 58,589 bcde 37,488 abcde 1,566 defgh 
B1T7-11 88,026 NS 48,264 f 39,761 abc 1,220 j 
Coeficiente de 
variação (CV%) 7,02 7,71 8,45 8,06 
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que a planta não inoculada. O diâmetro das raízes está relacionado com a 

capacidade de penetração em solos mais compactados, porém em solos agrícolas 

com cultura de milho, por exemplo, raízes mais finas podem ser importantes também 

por reduzir o custo metabólico de construção e manutenção radicular (EISSENSTAT, 

1992: LYNCH, 2011). 

 Em relação à área superficial de raiz, os tratamentos B1T5-1, B1T5-2, B1T5-

3, B1T7-5, B1T7-1, B1T7-6, B1T7-7, B1T7-8, B1T7-9 e B1T7-10 e a estirpe 

selvagem 4.3.1.1 tiveram valores estatisticamente iguais entre si e superiores ao 

tratamento com plantas não inoculadas (TABELA 5). 

 Na análise de volume, a estirpe selvagem 4.3.1.1 apresentou valores 

similares entre si com as estirpes mutantes B1T5-1, B1T5-2, B1T5-3, B1T7-6, B1T7-

8 e B1T7-9 e superiores ao tratamento com plantas não inoculadas (TABELA 5). 

 Quando analisado o comprimento de raiz, a estirpe B1T5- se mostrou superior 

em relação à capacidade de promoção de crescimento quando relacionada à estirpe 

selvagem. A estirpe selvagem 4.3.1.1., por sua vez, apresentou similaridade 

estatística com as estirpes B1T5-1, B1T5-2, B1T5-3, B1T7-1, B1T7-2, B1T7-3, B1T7-

4, B1T7-5, B1T7-6, B1T7-7 E B1T7-8, sendo superiores ao tratamento com plantas 

não inoculadas (TABELA 5). 
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Tabela 6 – Diâmetro médio de raízes, área superficial média de raízes, volume do 
sistema radicular e comprimento total de raízes de plântulas de milho 
inoculadas com estirpes da bactéria Azomonas sp. selvagem e mutantes 
resistentes a etilenodiamina, após sete dias de incubação em câmara de 
germinação. Dados obtidos com a utilização do programa Giaroots. 

(1) Letras diferentes indicam contraste pelo Teste t a 5 % de probabilidade. 
 

 O uso de bioestimulantes pode trazer efeitos positivos sobre o comprimento 

de raiz, obtendo influência significativa sobre o comprimento radicular (CASTRO et. 

al., 2003). O maior comprimento das raízes traz vantagem significativa para as 

plantas na absorção de nutrientes do solo, fator importante na concorrência com 

plantas daninhas e no estabelecimento da cultura em meio a estresses ambientais 

(MOGHADDAM et al., 2012; TAIZ; ZEIGER, 2010). 

 O teor de auxinas é indicado como um dos fatores principais na promoção de 

crescimento vegetal, tanto pela indução de maior comprimento de raízes como pela 

formação de novas raízes e pêlos radiculares (BHATTACHARYYA; JHA, 2012). 

Neste experimento foi mostrado que a estirpe B1T7-6, que se destacou no 

comprimento de raiz e matéria seca de raiz teve produção de compostos indólicos 

Estirpe 
Diâmetro 

(mm) 
Área 
(cm2) 

Volume 
(cm3) 

Comprimento 
(cm) 

Controle 0,420 fg 68,144 fg 1,033 g 23,288 i 
4.3.1.1 0,470 a 80,671 abc 1,341 a 25,878 bcd 

B1T7-6 0,417 fg 82,901 ab 1,251 abcd 26,102 abcd 
B1T5-2 0,453 cd 79,516 abc 1,282 abc 26,391 ab 
B1T7-2 0,448 d 73,240 def 1,174 de 26,551 ab 
B1T5-3 0,459 bc 78,613 bcd 1,285 abc 26,294 abc 
B1T5-4 0,449 cd 72,285 ef 1,162 de 26,789 a 
B1T5-1 0,461 b 80,325 abc 1,318 ab 26,499 ab 
B1T7-1 0,461 b 74,801 cde 1,227 bcde 25,968 abcd 

B1T7-7 0,413 gh 82,443 ab 1,229 bcde 26,057 abcd 
B1T7-3 0,440 e 72,635 def 1,147 ef 25,515 cde 
B1T7-10 0,417 fg 77,000 bcde 1,163 de 24,613 fg 
B1T7-4 0,438 e 65,866 g 1,039 g 25,329 def 
B1T7-12 0,390 j 72,288 ef 1,025 g 23,483 hi 
B1T7-8 0,422 f 82,932 ab 1,259 abcd 25,348 def 
B1T7-9 0,407 hi 84,991 a 1,254 abcd 24,904 efg 
B1T7-5 0,423 f 79,722 abc 1,2014 cde 26,702 ab 
B1T7-11 0,404 i 71,504 efg 1,050 fg 24,281 gh 
Coeficiente de 
variação (CV%) 1,23 5,62 5,87 2,34 
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100% superior à estirpe selvagem, além de ter a maior taxa de excreção de amônio, 

86 % superior à selvagem. 

 Ensaios futuros com a estirpe B1T7-6 serão de extrema importância para 

análise de seus efeitos na indução de crescimento vegetal. Ensaios em campo serão 

necessários para comprovação de seus efeitos sobre o desenvolvimento de 

gramíneas, avaliando sua competitividade com estirpes presentes no solo e 

resistência a fatores que causam efeitos na promoção de crescimento vegetal, como 

salinidade, temperatura, umidade e pH do solo (RUMJANEK et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



57 
 

7. CONCLUSÃO 

 

 O processo de mutagênese química e o processo de mutagênese física 

seguida de mutagênese química se mostraram eficientes na seleção de 

mutantes fixadores de nitrogênio resistentes ao composto Etilenodiamina. 

 

 O uso de EDA possibilitou a seleção de isolados com possível alteração no 

metabolismo de N, observado pela variação na excreção de amônio entre os 

isolados selecionados.  

 

 A produção de compostos indólicos foi superior em relação à estirpe 

selvagem em oito mutantes das 16 analisadas.  

 

 A taxa de excreção de amônio foi superior em relação à estirpe selvagem em 

três mutantes das 16 analisadas.  

 

 As estirpes B1T5-2, B1T7-2, B1T7-6 tiveram incrementos significativos tanto 

na produção de compostos indólicos, quanto na quantidade de amônio 

excretado.  

 

 Em relação ao desenvolvimento inicial de plantas, a estirpe B1T5-4 se 

mostrou superior a selvagem no comprimento radicular e a estirpe B1T7-8 

demonstrou maior valor de matéria seca de raiz.  

 

 O mutante B1T7-6 reuniu a maior quantidade de características desejáveis 

(AIA, FBN, Matéria seca de raiz e comprimento de raiz). Os índices de 

excreção de NH4
+ e produção de AIA foram 86% e 100% superiores em 

relação à estirpe selvagem, respectivamente. A Matéria seca de raiz e 

comprimento de raiz foram 12% superiores a estirpe controle (sem 

inoculação). 
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ANEXO A 

Meio JMV (BALDANI, 1996) 
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ANEXO B 

Tampão fosfato (ARAÚJO et. al, 2007) 
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ANEXO C 

Meio L (SETTEN et al., 2013) 
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ANEXO D 

Meio Dygs (RODRIGUES NETO, 1986) 
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ANEXO E 

Imagem digitalizada de raiz para análise por software giaroots 

 

 


