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Efeito dos acidos humicos na inoculacéo de bactérias diazotroficas endofiticas em
sementes de milho

Effect of the humic acids in endophytic diazotrophic bacteria inoculation in corn seeds
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-NOTA-

RESUMO

Os acidos humicos podem atuar no aumento da
populacéo de bactérias diazotroéficas introduzidas no interior
da planta e, consequentemente, no incremento dos efeitos
benéficos sobre a planta hospedeira. Com este trabalho,
objetivou-se avaliar o efeito dos acidos himicos na inoculagéo
de bactérias diazotréficas endofiticas, em sementes de milho.
Foi utilizada a estirpe Herbaspirillum seropedicae Z67 BR
11175. A inoculagdo das sementes com as bactérias e a adicdo
de acidos humicos foram realizadas pelo recobrimento das
sementes de milho UENF 506-8, com a mistura de calcério,
meio de cultura semisdlido, agua e cimentante. As sementes
recobertas foram semeadas em vasos Leonard. Aos 40 dias
apo6s a semeadura, as plantulas foram coletadas, e foi realizada
a contagem de bactérias nas raizes pela técnica do Niumero
Mais Provéavel. Os resultados deste trabalho mostram que os
acidos humicos néo interferem negativamente no crescimento
das bactérias e estimulam a colonizagcdo da microbiota nativa.
No entanto, nas condi¢Oes avaliadas, a aplicagdo conjunta de
bactérias + &cidos humicos néo estimulou o crescimento da
populacdo de bactérias inoculadas nas plantulas de milho.

Palavras-chave: recobrimento, bactérias diazotréficas, acidos
himicos, vasos Leonard.

ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the
effect of the humic acids in the inoculation of endophytic

diazotrophic bacteria in corn seeds. It was used the bacteria
Herbaspirillum seropedicae Z67 BR 11175. The inoculation of
the seeds with the bacteria and the addition of humic acids
were accomplished by the coating of the corn seeds UENF
506-8. The coating was accomplished with a mixture of lime,
semi-solid middle culture, water and cement. The seeds covered
were sown in Leonard vases. Forty days after sowing the plants
were collected and the bacteria couting was accomplished in
the roots by the Most probable Number technique. The results
showed that the humic acids doesn’t interfere negatively in the
bacteria growth of and they stimulate the colonization of the
native microbiota. However, in the appraised conditions, the
united application of bacteria + humic acids didn’t stimulate
the growth of the bacteria population inoculated in the corn
seedling.

Key words: coating, diazotrophic bacteria, humic acid,
Leonard vase.

O uso das bactérias diazotroficas
endofiticas representa um grande potencial para reduzir
a dependéncia de fertilizantes nitrogenados sintéticos.
O aumento do custo dos adubos nitrogenados e a
preocupagao cada vez maior, no exterior e no Brasil,
com os possiveis efeitos negativos do excesso de
nitrato nos mananciais sdo fatores que devem ser
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levados em consideragdo para o incentivo ao estudo
do processo natural de Fixag&o bioldgica do Nitrogénio
(FBN) (CANTARELLA & DUARTE, 2004). Assim, todas
as possibilidades de incremento da FBN na agricultura
devem ser exploradas, ndo somente como alternativa
econdmica, mas também ecologica (CANUTO, 2003).

Estudos envolvendo bactérias fixadoras de
nitrogénio associadas as Poaceas (como milho, trigo,
arroz, cana-de-agucar) iniciaram-se no Brasil, em 1956.
Na década de 80, foi comprovado, com ajuda de novas
técnicas de quantificacdo, que algumas dessas espécies
de plantas podem obter contribui¢des significativas
de nitrogénio com a atividade desses microrganismos
(BODDEY & DOBEREINER, 1988). Os microrganismos
diazotroficos endofiticos apresentam grande potencial
na FBN devido a habilidade que apresentam para
colonizar toda a planta e estabelecer-se dentro de
nichos protegidos do oxigénio ou de outros fatores,
podendo expressar seu grande potencial para fixagdo
de nitrogénio em grau maximo (KENNEDY etal., 1997).
Esses microrganismos penetram na planta hospedeira
pelas aberturas naturais e injurias. Nas raizes, um dos
sitios de entrada mais utilizados pelas bactérias
endofiticas sdo as injurias causadas pela emergéncia
de raizes laterais (CERIGIOLI, 2006).

Os acidos humicos podem atuar no aumento
da populagdo de bactérias diazotroficas introduzidas
no interior da planta e, consequentemente, no
incremento dos efeitos benéficos sobre a planta
hospedeira (MARQUES JUNIOR, 2006). Isso pode ser
hipoteticamente explicado como parte dos efeitos dos
acidos humicos que promovem o crescimento vegetal
pelo maior enraizamento e aumentam o niimero de sitios
de mitose e emergéncia de raizes laterais, aumentando
o niumero de pontos de infecgdo para as bactérias.

Com este trabalho, objetivou-se avaliar o
efeito dos acidos himicos na inoculagido de bactérias
diazotréficas endofiticas, em sementes de milho.

As avaliagOes foram realizadas em casa de
vegetagdo do Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias (CCTA) da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), em Campos
dos Goytacazes, Rio de Janeiro (RJ). Foi utilizada, neste
estudo, a estirpe de Herbaspirillum seropedicae Z67
(BR 11175) proveniente da coleg¢do de bactérias
diazotroficas da Embrapa Agrobiologia, Municipio de
Seropédica, RJ.

Para a preparacdo do indculo das bactérias,
uma colonia da estirpe foi inoculada em meio DYGS
liquido (RODRIGUES NETO et al., 1986) ¢ permaneceu
sob agitagdo a 150rpm, por 24h, a 30°C. Uma aliquota
de 30uL da cultura crescida foi transferida para frascos
de vidro (volume 12mL) contendo SmL de meio JNFb

semisolido (BALDANI et al., 1992). Os frascos foram
incubados para o crescimento e formagao da pelicula
por 72h, a 30°C. Em parte dos frascos de vidro, houve
adigdo de acidos humicos extraidos de vermicomposto,
na concentracdo de 40mg L. O procedimento de
extragdo foi realizado de acordo com as recomendagdes
da International Humic Substances Society (IHSS)
(CERETTA, 1995).

A inoculago das sementes com as bactérias
e a adi¢do de acidos hiimicos foram realizadas pelo
recobrimento das sementes de milho (UENF 506-8) com
amistura de 70% (p/p) de calcario, 10% (p/p) de meio
de cultura semisolido JNFb e 20% (p/p) de agua
destilada. Foram adicionados a essa mistura 2% de
agente cimentante (cola a base de acetato de polivinila).

Os tratamentos avaliados foram: T1:
sementes recobertas com meio de cultura JNFb
semisodlido sem adi¢@o de bactérias e acidos himicos
(Controle); T2: sementes recobertas com meio de cultura
JNFDb semisélido + acidos htimicos; T3: sementes
recobertas com meio de cultura JNFb semisolido +
bactérias e T4: sementes recobertas com meio de cultura
JNFb semisoélido + acidos humicos + bactérias.

As sementes recobertas foram semeadas em
vasos Leonard com areia, quatro sementes por vaso.
Aos sete dias apos a semeadura, foi realizado um
desbaste, selecionando duas plantulas por vaso. Os
vasos foram mantidos em casa de vegetagao e irrigados
diariamente com 150mL de solugdo nutritiva
desenvolvida por FURLANI & FURLANI (1988). Aos
40 dias apos a semeadura, as plantulas foram coletadas.
Foi realizada a contagem de bactérias nas raizes das
plantulas pela técnica do Numero Mais Provavel
(NMP), estimada pela formagao de pelicula tipica no
meio JNFb, usando a tabela McCrady, para trés
repeti¢des por diluigio (DOBEREINER et al., 1995).

O experimento foi instalado em delineamento
inteiramente casualizado. Os resultados provenientes
das avaliagdes foram submetidos a analise de variancia,
e as médias dos tratamentos foram comparadas pelo
Teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Ocorreu um aumento significativo no
nuimero de bactérias, nos tratamentos com adi¢do de
bactérias, acidos humicos e uso em conjunto de
bactérias + acidos hiimicos em relagdo ao controle de
plantulas de milho (Figura 1). Os &cidos humicos nao
interferiram negativamente no crescimento das
bactérias endofiticas, pois o tratamento com uso
conjunto de bactérias + acidos humicos nao diferiu do
tratamento com adi¢do de bactérias. MARQUES
JUNIOR (2006), avaliando o efeito dos acidos humicos
na sobrevivéncia da bactéria H. seropedicae Z67 no
solo, também verificou que os acidos humicos nio
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Figura 1 - Contagem do numero de bactérias diazotroficas (expresso em log do numero de células por grama de tecido
fresco) em raizes de plantulas de milho (var. UENF 506-8), crescidas em vasos Leonard, oriundas de sementes
com de adigdo acidos hiimicos e bactérias e uso combinado de bactérias e acidos hiimicos. CV= 11,44.

interferem negativamente no crescimento bacteriano.
Além disso, este afirma que, em determinadas
concentragdes, os acidos hiimicos podem estimular o
crescimento de microrganismos endofiticos. Segundo
MARQUES JUNIOR (2006), as bactérias ndo utilizam
os acidos hiimicos como fonte de carbono, mas podem
utiliza-lo como fonte de nitrogénio, embora a atividade
da nitrogenase ndo seja afetada. No entanto, nas
condigdes avaliadas, a aplica¢do conjunta de bactérias
+ 4cidos htimicos ndo estimulou o crescimento da
populagdo de bactérias inoculadas nas plantulas de
milho (Figura 1).

Nos tratamentos onde ndo houve
inoculacdo de bactérias, controle € meio + acidos
hamicos, houve a presenca de bactérias diazotroficas,
provavelmente, devido a contaminagdo natural dos
tecidos por outros microrganismos diazotroficos
capazes de sobreviver em outros ambientes que ndo
endofiticos, como no solo, os quais podemos chamar
de microbiota nativa. A presenca de microrganismos
em tecidos de plantas ndo inoculadas ¢ comum, ja que
os meios utilizados na técnica do NMP ndo sdo seletivos
para H. seropedicae Z67, mas semiseletivos, podendo
detectar a presenca de outros microrganismos
diazotroficos (CANUTO, 2003).

Os acidos humicos estimularam o
crescimento da microbiota nativa, como podemos
evidenciar pelos resultados da técnica do NMP, os

quais mostraram um aumento de duas unidades
logaritmicas do tratamento com adigdo de acidos
htimicos, sem a inoculagéo de bactérias, em relagio ao
controle (Figura 1). Segundo FACANHA etal. (2002) e
CANELAS et al. (2002), os acidos humicos apresentam
grupamentos auxinicos em sua estrutura, os quais
ativam as bombas de H'-ATPase da membrana
plasmatica. Esse fato promove a acidificacdo do
apoplasto e o consequente aumento da plasticidade
da parede celular, resultando no incremento da area e
no comprimento radicular. Assim, os acidos hiimicos
podem atuar no aumento da popula¢do de bactérias
diazotréficas no interior da planta, aumentando o
namero de raizes laterais, as quais se constituem em
pontos de infec¢do da planta hospedeira pelas
bactérias.

A inoculagdo com H. seropedicae (Z67), nos
dois tratamentos onde houve adig¢do de bactérias pelo
recobrimento de sementes, promoveu incremento de
trés unidades logaritmicas em relagdo as plantulas
controle. Assim, o recobrimento mostra-se como um
meio de inoculagdo viavel para bactérias diazotroficas
endofiticas da espécie Herbaspirillum seropedicae
(Z67), 0 que garante a sobrevivéncia dessas bactérias,
no recobrimento, até a emissdo das raizes pelas plantas,
como observado por CONCEICAO et al. (2008).

Os resultados deste trabalho mostram que
os acidos hiimicos ndo interferem negativamente no
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crescimento das bactérias e estimulam a colonizagio
da microbiota nativa. No entanto, nas condig¢des
avaliadas, a aplicag¢@o conjunta de bactérias + acidos
himicos nao estimulou o crescimento da populagéo
de bactérias inoculadas nas plantulas de milho. Assim,
novas pesquisas devem ser realizadas para estudar
outras concentragdes de adcidos humicos mais
adequadas, visando ao aumento da inoculacdo das
bactérias diazotroficas endofiticas da espécie
Herbaspirillum seropedicae (Z67).
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