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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do recobrimento de sementes de milho com 4cidos
hamicos (AH), bactérias diazotréficas endofiticas e o uso em conjunto de AH e bactérias diazotréficas endofiticas,
na estimulag@o do crescimento vegetal e na populacdo de bactérias estabelecidas na planta hospedeira. A adi¢ao
de AH, bactérias e o uso em conjunto estimularam o crescimento vegetal. Os AH utilizados no recobrimento de
sementes de milho t&€m menor capacidade de estimular o crescimento radicular, em comparacdo ao uso em
solucdo. O recobrimento de sementes € uma opg¢do de inoculagdo de bactérias diazotréficas endofiticas da
espécie Herbaspirillum seropedicae (Z67).

Termos para indexagdo: Herbaspirillum seropedicae, Zea mays, bioestimulantes, calcdrio.

Corn seed coating with humic acids and endophytic
diazotrophic bacteria

Abstract — The objective of this work was to evaluate the effect of seed coating of maize with humic acid (HA),
endophytic diazotrophic bacteria, and the combination of both, on plant growth stimulation and bacteria population
establishment in roots of inoculated plant host. The addition of HA, bacteria, and the combined use of bacteria
and HA stimulated plant growth. Humic acids used in the coated seed formulation show diminished capacity for
stimulation of root growth compared with its use in solution. Seed coat is an option for inoculation of endophytic
diazotrophic bacteria like Herbaspirillum seropedicae (Z67).

Index terms: Herbaspirillum seropedicae, Zea mays, biostimulation, lime.

Os 4cidos himicos (AH) podem atuar no aumento
da populacdo de bactérias diazotrdficas, introduzidas na
planta e, conseqiientemente incrementar efeitos
benéficos sobre a planta hospedeira (Marques Junior,
2006). Isso pode ser explicado como parte dos efeitos
dos AH em promover o crescimento vegetal, pelo maior
enraizamento e aumento do nimero de sitios mitéticos,
aliado a maior emergéncia de raizes laterais, o que
aumenta o ndmero de pontos de colonizacdo para as
bactérias.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do
recobrimento de sementes de milho com dcidos himicos
(AH), bactérias diazotréficas endofiticas e uso em
conjunto de AH e bactérias diazotrdficas endofiticas
(Herbaspirillum seropedicae estirpe Z67), na

estimulag@o do crescimento vegetal e na populacdo de
bactérias estabelecidas na planta hospedeira.

As avaliagOes foram realizadas no Setor de Producdo
e Tecnologia de Sementes da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), em Campos
dos Goytacazes, RJ. Foi utilizada a estirpe de
H. seropedicae 767 (BR 11175), proveniente da colecio
de bactérias diazotréficas da Embrapa Agrobiologia, no
Municipio de Seropédica, RJ. Para a preparacdo do
inéculo para recobrimento, uma col6nia do isolado da
estirpe foi inoculada em meio DYGS (Rodrigues Neto
et al., 1986), e permaneceu em agitacio a 150 rpm por
24 horas a 30°C. Uma aliquota de 30 puL da cultura
crescida foi transferida para frascos de vidro (volume
12 mL), com 5 mL de meio JNFb semi-s6lido (Baldani
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et al., 1992). Os frascos foram incubados para o
crescimento e formacao da pelicula, por 72 horas a 30°C.
Em parte dos frascos de vidro, houve adicdo de AH isolado
de vermicomposto, na concentragio de 40 mg L1

O recobrimento das sementes de milho (UENF 506-8)
foi realizado com a mistura de 70% (p/p) de calcério, 10%
(p/p) de meio de cultura semi-sélido JNFb e 20% (p/p)
de dgua 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
semi-sélido (controle); T2, sementes recobertas com
meio de cultura JNFb semi-sélido + AH; T3, sementes
recobertas com meio de cultura JNFb semi-sélido +
bactérias; T4, sementes recobertas com meio de cultura
JNFb semi-s6lido + AH + bactérias. O experimento foi
instalado em delineamento inteiramente casualizado.
Os resultados provenientes das avaliagdes foram
submetidos a andlise de varidncia, e as médias dos
tratamentos foram comparadas pelo teste de Duncan,
a 5% de probabilidade.

Foram realizadas as seguintes avaliacdes: teste de
germinacdo (Brasil, 1992), com oito repeti¢des de
25 sementes; massa de matéria fresca da raiz e parte
aérea, em que dez plantulas obtidas do teste de
germinacdo foram seccionadas, tendo-se separado araiz
da parte aérea; massa de matéria seca da raiz e parte
aérea, em que as raizes e parte aérea das plantulas foram
colocadas em sacos de papel e levadas para estufa de
ventilacdo forcada de ar, regulada a 60°C por 72 horas
e, em seguida, foram pesadas; comprimento e drea
radicular, em que os segmentos radiculares de dez
plantulas de cada tratamento foram obtidos do teste de
germinacdo. Os segmentos radiculares foram escaneados,
e as imagens foram salvas em arquivos de extensdo TIFF
e analisadas com auxilio do programa Delta-T scan
Cambridge. A contagem de bactérias foi realizada com
as plantulas obtidas do teste de germinacao, pela técnica
do nimero mais provdvel (NMP) estimado pela formacao
de pelicula tipica no meio JNFb, tendo-se usado a
tabela McCrady para trés repeticdes por diluicido
(Dobereiner et al., 1995).

Os resultados de germinag@o das sementes recobertas
mostraram que a inoculacdo da bactéria H. seropedicae
767 e a adi¢ao de AH, em sementes de milho recobertas,
ndo afetaram a germinacdo das sementes (Tabela 1).
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A adicdo de 4cidos humicos (AH), a inoculacdo de
bactérias e o uso em conjunto (BacAH) aumentaram,
respectivamente, em 34, 38 e 26% a massa de matéria
fresca das raizes, em relacdo ao controle (Tabela 1).
Em relacdo ao acimulo de massa de matéria fresca da
parte aérea, pode-se observar que a adi¢do de AH, a
inoculagdo de bactérias e o uso em conjunto BacAH
aumentaram, significativamente, o desenvolvimento da
parte aérea em relacdo ao controle. A adicdo de AH,
inoculagdo de bactérias e o uso em conjunto de BacAH
ndo estimularam significativamente o aumento da massa
de matéria seca da raiz e da parte aérea. Verificou-se
uma discrepancia entre a massa de matéria fresca da
parte aérea e raiz, em relacdo a massa de matéria seca
da parte aérea e raiz, o que indica que o estimulo
verificado no crescimento das plantas pode ser atribuido
a acdo dos dcidos himicos e bactérias sobre o
alongamento celular por turgescéncia vacuolar, o que
nao causa efeito significativo sobre a massa de matéria
seca, em pequeno intervalo de avaliag@o.

O crescimento radicular ocorre em dois estddios: o
crescimento meristematico e o crescimento vacuolado.
O crescimento vacuolado, que ocorre na zona de
alongamento, é caracterizado por uma rapida expansao
celular, sustentada pelo aumento da captacdo de dgua
pelos vactolos via pressao de turgor (Cosgrove, 2000).
Segundo Mirza et al. (2001), as bactérias diazotrdficas
endofiticas produzem hormdnios que sdo capazes de
promover o crescimento e alteracdes na geometria do
sistema radicular, o que resulta numa absorcdo mais
eficiente de dgua e nutrientes. Zandonadi et al. (2006)
observaram forte estimulo no bombeamento de H* pelas
V-ATPase e H*pirofosfatase vacuolares, induzidos por
AH isolados de vdrias fontes de matéria organica.

Tabela 1. Germinagio de sementes de milho recobertas, massa
de matéria fresca e seca de raiz e parte aérea de plantulas de
milho (UENF 506-8) aos sete dias, oriundas de sementes
recobertas com adicdo de bactérias (Bact), 4cidos hiimicos
(AH) e 0 uso em conjunto de bactérias e AHD.

Tratamento Germinagao Matéria fresca Matéria seca

(%) (mg por planta) (mg por planta)

Raiz Parte aérea Raiz  Parte aérea

Controle 94a 322, 7b  431,4b 35,7a 39,3a
Meio + AH 94a 4332a  538,7a 42.4a 45,1a
Meio + bactéria 95a 446,6a  606,7a 43,8a 47,8a
Meio + AH + Bact 96a 406,7ab  543,1a 38,6a 43,8a
CV (%) 8,84 23,35 18,94 24,8 20,5

(DMédias, em cada coluna, seguidas por letras iguais, ndo diferem entre si
pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade.
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O aumento na atividade das bombas vacuolares é
compativel com o maior aumento observado na massa
de matéria fresca das raizes. O aumento do gradiente
de H*, gerado pelas bombas de H*, implica na ativacdo
dos transportadores secundérios de fons, o0 que promove
sua entrada na célula e posterior acimulo no vactolo e
geracdo da pressdo osmotica, que possibilita a entrada
de dgua (Maurel & Chrispeels, 2001).

Nao foi observada alteracdo na drea radicular
(Tabela 2); isto pode ser explicado pela auséncia de
substrato e baixa eficiéncia das raizes em absorver dgua
do papel germiteste. No entanto, a adicdo de AH, a
inoculac@o de bactérias e o uso em conjunto BacAH
aumentaram, respectivamente, em 27, 44 e 33% o
comprimento radicular das plantulas (Tabela 2).
Resultados superiores foram relatados por Marques
Junior (2006), que observou incremento de 154, 79 e
161%, nos tratamentos com AH, bactérias e uso em
conjunto BacAH, respectivamente, em plantulas de milho
germinadas em papel germiteste e expostas, durante
cinco dias, a solu¢do com AH e bactérias.

O efeito dos AH sobre o desenvolvimento vegetal
pode ser alterado se utilizado em estado sélido ou em
solucdo. A maior parte dos experimentos que utilizam
AH como promotores de crescimento € realizada com
solucdes de AH, tais como o de Marques Juanior (2006),
o que explica os resultados mais expressivos obtidos por
esse autor.

O efeito fisiol6gico dos AH, ou pelo menos parte dele,
estd relacionado a presenca de estruturas quimicas
semelhantes a dos hormonios vegetais. Piccolo (2001)
postulou que, diferentemente de uma macromolécula de
elevada massa molecular, os AH consistem de uma
reunido de vdrias unidades estruturais de massa
relativamente pequena, que sdo estabilizadas por
interagdes fracas, principalmente hidrofébicas perto da

Tabela 2. Area radicular (AR), comprimento radicular (CR) e
contagem do nimero de bactérias diazotr6ficas (CNBD), em
raizes de plantulas de milho (UENF 506-8) aos sete dias,
oriundas de sementes recobertas com adicdo de bactérias
(Bact), dcidos hiimicos (AH) e o uso em conjunto de bactérias
e AHOD,

Tratamento AR (mm?) CR (cm) CNBD (log’'g)
Controle 402,77a 671,37b 2,40c
Meio + AH 427,71a 856,2ab 4,73b
Meio + bactéria 425,56a 971,22a 6,65a
Meio + AH +Bact 426,56a 891,85a 6,70a
CV(%) 13,08 26,59 6,46

(DMédias, em cada coluna, seguidas por letras iguais, nio diferem entre si
pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade.

neutralidade, e por pontes de H* em pH 4cido. Assim,
em solucdo, os AH podem liberar pequenas estruturas
de sua conformagao, em resposta a variacdes no meio
tais como exsudacao das plantas; no entanto, no estado
sdlido, € esperada uma diminuicio dessa possibilidade
de alteracdo da conformacdo molecular dos AH, em
razdo do aumento das forcas de interacdo e da baixa
solubilidade do material himico em dgua. Assim, é
possivel que unidades estruturais portadoras de atividade
bioldgica e que estejam em estado sélido ndo apresentem
a mesma atividade quimica que em solucao.

A contagem do nimero de bactérias diazotréficas
associadas as raizes apresentou aumento significativo
no nimero de bactérias, nos tratamentos com adi¢c@o de
bactérias, AH e uso em conjunto de BacAH, em relacao
ao controle (Tabela 2). Ao se analisarem os resultados,
verificou-se que os AH ndo interferiram negativamente
no crescimento de microrganismos endofiticos, como
observado por Marques Junior (2006); além disso, foi
verificado forte estimulo na colonizacdo das bactérias
diazotréficas em presenca de AH, mesmo em plantas
sem inoculagdes, o que indica acdo sobre a populacio
microbiana nativa. Os efeitos da aplicacdo de AH podem
ser evidenciados pelo incremento da populacao
diazotréfica nativa, em duas unidades logaritmicas, em
relac@o ao controle. A inoculacdo com H. seropedicae
(Z67) provocou incremento de quatro unidades
logaritmicas, em relacdo ao controle. O efeito da
aplicacdo conjunta sobre o incremento da populacdo nao
foi aditivo nas condi¢des avaliadas.

O recobrimento de sementes se mostra como op¢ao
de inoculagdo de bactérias diazotrdficas endofiticas, da
espécie Herbaspirillum seropedicae (Z67), para
garantir a sobrevivéncia dessas bactérias, no
recobrimento, até a emissdo das raizes pelas plantas.
A adicdo de AH, bactéria e o uso conjunto estimularam
o crescimento vegetal. Os AH estimularam a
colonizacdo da microbiota nativa. Novas pesquisas
devem ser realizadas, para estudar outras concentracoes
de AH, mais adequadas ao fornecimento na forma sélida
em recobrimento de sementes, bem como tratamento
adicional para aumentar sua disponibilidade.
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