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RESUMO

CONCEIQAO, Patricia Marluci. M.Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; margo de 2007; Recobrimento de sementes com acidos humicos e
bactérias diazotréficas endofiticas. Orientador: Prof. Henrique Duarte Vieira;
Conselheiros: Luciano Pasqualoto Canellas e Roberto Ferreira da Silva.

Neste trabalho teve por objetivo avaliar o efeito do recobrimento de sementes de
milho UENF 506-8 com acidos humicos (AH), bactérias diazotréficas endofiticas e
uso em conjunto de AH e bactérias diazotréficas endofiticas na estimulagdo do
crescimento vegetal. Para isto foi avaliada a porcentagem de cimentante a ser
utilizada no recobrimento das sementes; a estimulacao do crescimento de plantas
oriundas de sementes recobertas com bactérias, AH e o uso em conjunto de
bactérias e AH; o periodo de sobrevivéncia das células bacterianas no
recobrimento e a qualidade fisiologica das sementes recobertas armazenadas.
Entre as porcentagens de cimentante avaliadas recomenda-se a utilizagao de 2%
de cimentante para a semeadura manual e para a semeadura mecanizada 4 %.
Em Laboratério, a adicdo de AH, bactéria e o uso em conjunto de bactérias e AH
estimularam o crescimento vegetal. No experimento em casa de vegetagao, com
areia, observou-se que o uso em conjunto de bactérias e AH + AH irrigado
estimulou o crescimento vegetal em relagdo ao controle. Na mistura terra + areia,
a inoculagao das bactérias de maneira isolada aumentou o crescimento das
plantas em relacdo ao controle. Os resultados mostrados nesse trabalho

revelaram que os AH utilizados no recobrimento de sementes tém sua capacidade
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de estimulacdo do crescimento radicular diminuido, comparado com o uso em
solucdo. O recobrimento das sementes nao alterou a perda de qualidade
fisiologica das sementes em relagdo as sementes nuas durante o
armazenamento. Nos tratamentos onde foi realizada a inoculagdo de bactérias
pelo recobrimento de sementes foi detectado a presencga das células bacterianas
nas raizes das plantulas oriundas de sementes armazenadas por até 60 dias. A
presenca dos AH nao alterou a sobrevivéncia das células bacterianas no
recobrimento das sementes. A inoculacao das bactérias pelo recobrimento de

sementes foi eficiente, revelando uma técnica promissora e de baixo custo.
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ABSTRACT

CONCEIQAO, Patricia Marluci. M.Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; march 2007; Covering seeds with humic acid and endophytic
diazotrophic bacteria. Advisor: Prof. Henrique Duarte Vieira; Counselors: Luciano
Pasqualoto Canellas and Roberto Ferreira da Silva.

This work had for objective to evaluate the effect of the covering seeds of maize
UENF 506-8 with humic acid (HA), endophytic diazotrophic bacteria and use in set
of AH and endophytic diazotrophic bacteria in the stimulation of the vegetal
growth. For this cement percentage was evaluated to be used in the covering
seeds; the stimulation of the growth of plants originating from of seeds covered
with bacteria, AH and the use in set of bacteria and HA; the period of survival of
the bacterial cells in the covering and the physiologic quality of the covered seeds
stored. Among the percentages of appraised cement the use of 2% of cement is
recommended for the manual sowing and for the automated sowing 4%. In
Laboratory, the addition of HA, bacteria and the use in set of bacteria and HA
stimulated the vegetable growth. In the experiment in greenhouse, with sand, it
was observed that the use in set of bacteria and HA + HA irrigated stimulated the
vegetal growth in relation to the control. In the mixture land + sand, the inoculation
of the bacteria in isolated way increased the growth of the plants in relation to the
control. The results shown in this work show that the HA used in the covering
seeds have its capacity of stimulation of the growth to radicular diminished,

comparing with the use in solution. The covering seeds did not modify the loss of

X



physiological quality of the seeds in relation to the seeds not covered during the
storage. In the treatments where the inoculation of bacteria was accomplished by
the covering seeds the presence of the bacterial cells was detected in the roots of
the plants originating from of seeds stored for up to 60 days. The presence of HA
didn't alter the survival of the bacterial cells in the covering seeds. The inoculation
of the bacteria for the covering seeds was efficient, revealing a promising

technique and low cost.



1. INTRODUGAO

O recobrimento de sementes é a aplicacdo de materiais inertes,
envolvendo a cobertura natural da semente e pode ser usado como veiculo para
adi¢ao de outras substancias como nutrientes, pesticidas, corantes etc.

Essa técnica tem sido muito utilizada em sementes de hortaligas,
ornamentais e forrageiras que apresentam sementes de formas irregulares e
pequenas, dificultando o manuseio e a semeadura direta no campo.

O recobrimento de sementes também pode ser utilizado para inoculagao
de bactérias diazotroficas (fixadoras de nitrogénio). O material utilizado para o
recobrimento das sementes deve proporcionar um micro-ambiente favoravel a
sobrevivéncia e multiplicagcdo das bactérias e ndo deve prejudicar a qualidade
fisiologica das sementes.

Para a inoculag&o do rizobio em leguminosas até o momento da simbiose,
o material de inoculagao que tem mostrado ser o mais apropriado é a turfa. Para a
protecdo do inoculante as sementes sdo recobertas com materiais como fosfatos
de rocha e carbonato de célcio (Giménez-Sampaio e Sampaio, 1994).

Em poaceas os estudos estdo direcionados em selecionar um veiculo de
inoculagdo das bactérias diazotroficas endofiticas para ser distribuido aos
agricultores.

A eficiéncia da producao de inoculantes para poaceas, assim como em

leguminosas, depende, entre outros fatores, da manutengdo do numero minimo



de células viaveis da bactéria no inoculante desde a sua fabricagcao até o uso pelo
agricultor (Ferreira et al., 2003).

As bactérias diazotroficas endofiticas apresentam grande potencial para
utilizacdo na agricultura, dado a habilidade de colonizar o interior das plantas e de
se localizar em nichos protegidos do oxigénio, mantendo assim, a atividade da
enzima nitrogenase no nivel maximo (Kennedy et al., 1997).

Além do inoculante, acidos humicos (AH) também podem ser adicionados
ao material de recobrimento. Os AH podem promover aumento do
estabelecimento do inéculo bacteriano no interior da planta. Segundo Marques
Junior (2006), a maioria dos trabalhos envolvendo a acgéo fisiologica direta dos AH
relata fendmenos envolvendo absorgao de ions e aumento da fasciculagéo e da
area do sistema radicular das plantas. O aumento de raizes laterais e sitios
mitéticos aumentam os pontos de infecgao para as bactérias.

Marques Junior (2006) afirma que ha grande potencial para o uso em
conjunto de acidos humicos (AH) e bactérias diazotroficas endofiticas na
estimulagao do crescimento vegetal.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito do recobrimento de
sementes de milho UENF 506-8 com acidos humicos (AH), bactérias diazotréficas
endofiticas e uso em conjunto de AH e bactérias diazotroficas endofiticas na
estimulagcdo do crescimento vegetal. Para isso, analisou-se a concentracdo de
cimentante a ser utilizada no recobrimento das sementes; a estimulagdo do
crescimento de plantas oriundas de sementes recobertas com bactérias, AH e o
uso em conjunto de bactérias e AH; a sobrevivéncia das bactérias no

recobrimento e a qualidade fisioldgica das sementes armazenadas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Importancia e uso do recobrimento de sementes

Nos trabalhos cientificos, encontram-se os termos peletizagao,
recobrimento, revestimento, todos se referindo a aplicagdo de materiais sélidos
para envolver a cobertura natural das sementes.

Hathcock et al. (1984) afirmaram que o recobrimento de sementes se
refere a disposicdo de materiais sobre a cobertura protetora natural da semente
com o propdsito de melhorar a semeadura, desenvolvimento e/ou a sobrevivéncia
das espécies cultivadas. Silva e Nakagawa (1998c) afirmaram que peletizagao é a
aplicagado de um revestimento rigido e seco que visa modificar, individualmente, o
formato e o tamanho das sementes.

Giménez-Sampaio e Sampaio (1994) definiram revestimento como a
aplicacido de materiais solidos cobrindo o envoltério natural das sementes para
individualiza-las. Esse tratamento apenas modifica o peso e a forma original da
semente. Na peletizacdo, as sementes sido envolvidas por materiais sdlidos,
tornando-se esféricas ou elipticas, com uma ou mais sementes por unidade. No
recobrimento, além dos materiais inertes, pode haver adicdo de outras
substancias como nutrientes, pesticidas, corantes etc. De forma geral, esses
autores recomendam a utilizagcdo do termo recobrimento para designar sementes
peletizadas e recobertas. Neste trabalho utilizar-se-a o termo geral recobrimento

de sementes.



A idéia de recobrir sementes ndo € recente. A primeira patente com
recobrimento de sementes foi emitida em 1868, mas a aplicagdo comercial nao
obteve interesse real até 1940. A partir dos bons resultados iniciais, outras
companhias interessaram-se pelo tema, e em 1946, formalizou-se a primeira
patente mundial pela empresa CERES, com sementes de beterraba (Giménez-
Sampaio e Sampaio, 1994).

Com a busca permanente de incrementos de produtividade e diminuicéo
dos custos de producdo por parte do produtor, o recobrimento de sementes
adquire grande importancia, pois € uma técnica com potencial para resolver
questbes tais como a protecdo das sementes contra ataque exteriores, o
fornecimento de nutrientes, oxigénio, reguladores de crescimento e/ou a aplicagéo
localizada de herbicidas, entre outros; mas, sobretudo, permite uma semeadura
de precisao (Giménez-Sampaio e Sampaio, 1994).

A semeadura de precisdo é a colocacdo de uma ou mais sementes no
solo, numa profundidade e espagamento determinados, com cobertura uniforme
(Coraspe et al.,1993). Esta operagao traz vantagens inegaveis, como a redugao
ou eliminagao do desbaste e economia de sementes. Tudo isto, leva a diminuicao
de custos de producéao, incremento do rendimento e qualidade da colheita.

As modificagdes do tamanho e da forma das sementes, pelo
recobrimento, tornam-nas mais visiveis quando semeadas e estas podem ser
manipuladas mais facilmente (Giménez-Sampaio e Sampaio, 1994). Por exemplo,
sementes de cenoura sdo muito pequenas e apresentam cor escura, dificultando
a identificagdo no solo e a semeadura direta. Costa et al. (2001) recobriram estas
sementes, visando alterar o tamanho e a cor, e observaram maior contraste com
o solo e facilidade de semeadura.

Resende et al. (2005) e Kanashiro et al. (1979) recobriram sementes
pequenas de espécies florestais que também apresentaram facilidade de
semeadura.

Mendonga (2003) recobriu sementes de milho doce e concluiu que esta
técnica foi capaz de uniformizar a forma e tamanho das sementes.

Segundo Giménez-Sampaio e Sampaio (1994), o recobrimento pode ser
importante para a semeadura aérea, pois sementes recobertas possuem maior

capacidade de penetrar no solo, favorecendo seu estabelecimento. Este principio



€ utilizado para sementes de arroz, quando € realizada semeadura aérea em
zonas previamente inundadas.

Visando melhorar a eficiéncia da semeadura aérea em sementes de
sorgo e aumentar a quantidade de nutrientes proximos as plantulas, Magalhaes et
al. (1994) recobriram estas sementes com calcario adicionando diferentes adubos
e observaram que, de maneira geral, a qualidade e o vigor das sementes de
sorgo foram maiores. Os autores constataram que o recobrimento aumentou o
peso das sementes, possibilitando a semeadura aérea.

Pradella et al. (1989) estudaram a viabilidade do recobrimento em gel
hidrofilico a base de alginato de calcio em sementes florestais nativas da Serra do
Mar, as quais apresentavam peso inferior a 1 mg dificultando a semeadura aérea.
O recobrimento assegurou condigbes propicias para germinagcao e posterior
desenvolvimento das plantulas no solo.

Outra finalidade do recobrimento de sementes é a aplicacao de protetores
quimicos. Através desta técnica, podem-se aplicar diversos produtos
fitossanitarios incompativeis nas sementes, pois estes seriam aplicados em
camadas. Além disso, outra vantagem € a utilizacdo de menor quantidade de
produto para alcancgar o efeito desejado (Giménez-Sampaio e Sampaio, 1994).

Pires et al. (2004) recobriram sementes de feijao com polimeros vinilicos
visando fixar fungicidas. Os autores observaram que o recobrimento com estes
polimeros afetou a eficiéncia do controle dos patdgenos, positiva ou
negativamente, dependendo do fungicida utilizado e de sua forma de aplicagao.

Sementes de pimentdo foram tratadas por Oliveira et al. (2003b), com
fungicida e depois de secas, parte das sementes foi recoberta com uma mistura
de areia + microcelulose e outra com calcario + microcelulose. Os autores
concluiram que a natureza do material de recobrimento n&o influenciou a
qualidade das sementes e que o recobrimento foi benéfico quando as sementes
foram armazenadas em embalagens impermeaveis.

O recobrimento, além destas finalidades citadas, pode ser uma forma de

inoculagao de microrganismos benéficos as sementes.



2.2. A Inoculagao de bactérias diazotréficas

O nitrogénio esta presente em diversas formas na biosfera. A atmosfera
contém uma vasta quantidade (cerca de 78% por volume) de nitrogénio molecular
(N2). Porém, esse grande reservatorio de nitrogénio nao esta diretamente
disponivel para os organismos vivos. A obtengcdo de nitrogénio da atmosfera
requer a quebra de uma ligagao tripla covalente de excepcional estabilidade entre
os dois atomos de nitrogénio (N = N) para produzir aménia (NH3) ou nitrato (NO3).
Tais reagbes, conhecidas como fixagdo do nitrogénio, podem ser obtidas por
processo industrial e por processo natural (Taiz e Zeiger, 2004).

A energia necessaria para redugdo do N, a ambnia €& muito alta,
encarecendo extremamente esse processo quando feito industrialmente. A
formagéao de amodnia (NH3) a partir do N, ocorre somente nas temperaturas entre
300 e 500 °C e pressao acima de 300 atmosferas (Coelho, 2001).

O processo natural de fixagdo biolégica do nitrogénio (FBN) é um
processo de importancia ecolégica e econémica, por diminuir o uso e o impacto
causado pelos fertilizantes nitrogenados.

O aumento do custo dos adubos nitrogenados e a preocupagao cada vez
maior, no exterior e no Brasil, com possiveis efeitos negativos do excesso de
nitrato nos mananciais sao fatores que devem ser levados em consideracao para
o incentivo do estudo do processo natural de fixagdo biologica (Cantarella e
Duarte, 2004). Esse processo € realizado por microrganismos chamados de
diazotréficos (bactérias e cianobactérias fixadoras de nitrogénio).

Cultivares adaptados a ambientes pobres em nitrogénio e capazes de se
associar as bactérias diazotréficas podem representar uma alternativa
ecologicamente sustentavel e economicamente viavel para a produgédo agricola
com baixa utilizacdo de insumos.

O uso de elevados niveis de nitrogénio durante o desenvolvimento dos
cultivares pode levar a selegdao de gendtipos que representam consumo de luxo
de N ou requeiram elevadas doses deste nutriente para expressarem seu
potencial produtivo (Carlone e Russel, 1987). Entretanto, os baixos niveis de N
podem contribuir naturalmente para a selegao de gendtipos eficientes na fixagcao
biolégica do nitrogénio (Boddey et al., 1995) diminuindo a necessidade da

fertilizagao nitrogenada.



Em um trabalho recente, Roesch et al. (2005) avaliaram 32 cultivares de
milho, visando identificar a eficiéncia na associagado das plantas com bactérias
diazotréficas. Os resultados mostraram que entre os cultivares avaliados, dois
apresentaram elevada populag¢ao de bactérias diazotroficas.

Para que as bactérias diazotroficas estabelecam-se nas raizes das
plantas, é necessario que essas estirpes tenham uma populagdo no solo
suficientemente grande para permitir a fixagdo nas raizes. Quando a populagao
microbiana no solo ndo é grande ou as estirpes presentes ndo sao eficientes,
torna-se necessario recorrer a métodos artificiais de introdugdo das estirpes
selecionadas. Neste caso, o recobrimento de sementes pode ser umas das
técnicas utilizadas para a inoculagao das bactérias.

Segundo Binneck et al. (1999), condigcbes ambientais desfavoraveis no
solo, no momento da semeadura, tais como pH baixo, raios solares diretos e
fertilizantes afetam a sobrevivéncia e a capacidade de multiplicacdo das bactérias
fixadoras de nitrogénio. Recomenda-se recobrir as sementes com material que
proporcione um micro-ambiente favoravel a sobrevivéncia e multiplicagéo destas.

Norris et al. (1970) testaram a inoculagdo de quatro estirpes de rizébio
(bactéria de vida livre) em quatro espécies de leguminosas. As sementes foram
inoculadas com turfa e recobertas com calcario, favorecendo a nodulacdo sem
necessidade de calagem do solo. A técnica de recobrimento mostrou-se vantajosa
para a nodulacao de duas estirpes de rizébio.

Binneck et al. (1999) inocularam sementes de trevo-branco com
Rhizobium leguminosarum biovar trifolii em turfa e as recobriram com calcario. Foi
adicionado ao recobrimento molibdénio, micronutriente que participa no processo
biolégico de fixagdo simbidtica e no metabolismo do nitrogénio. A inoculagao das
bactérias e a aplicacdo de molibdénio através do recobrimento das sementes
aumentaram o numero de raizes, a quantidade de nitrogénio e massa seca da

parte aérea das plantas.

2.3. As bactérias diazotroficas endofiticas

As bactérias fixadoras de nitrogénio que colonizam plantas da familia
Poaceae podem ser agrupadas em trés categorias: organismos de rizosfera, que

inclui todas as espécies que colonizam a superficie radicular, tais como,



Azotobacter paspali e Beijerinkia spp.; endofiticos facultativos, todas as bactérias
diazotréficas que podem colonizar a superficie e interior das raizes,
representadas basicamente pelas espécies de Azospirillum, exceto A.
halopraeferens; e endofiticos obrigatérios, constituido, principalmente, pelas
espécies isoladas mais recentemente como Gluconacetobacter diazotrophicus,
Herbaspirillum spp. e Azoarcus, que sao capazes de colonizar o interior das
raizes e tecidos aéreos das plantas (Baldani et al., 1997).

Uma das primeiras associagdes tipicamente rizosféricas descobertas
entre poaceas e bactérias foi entre plantas de cana-de-agucar crescendo em
solos tropicais com Beijerinckia fluminensis. Entretanto, apés a descoberta do
género Azospirillum, houve um aumento dos estudos destas interacdes (Baldani
et al., 1997).

A primeira espécie enddfita a ser identificada foi o Herbaspirillum
seropedicae e, posteriormente, outros membros do género foram incluidos, como
o Herbaspirillum rubrisubalbicans, Herbaspirillum frisingense, e a ultima descricao
apresentou uma espécie isolada de nédulos de feijao coabitando com o rizébio, o
Herbaspirillum lusitanum (Radwan et al., 2004).

O estabelecimento endofitico, comparado ao ambiente rizosférico, tem
sido considerado um evento importante para que as bactérias possam influenciar
mais eficientemente no crescimento da planta, visto que, no interior do vegetal, a
competicdo microbiana € menor, este nicho € menos sujeito a flutuagdo ambiental
e a interface de troca de metabdlitos € mais direta quando comparada com a
rizosfera (Perin et al., 2003).

Outros efeitos das bactérias diazotréficas endofiticas sobre a planta
hospedeira, além da contribuicdo da FBN, estdo sendo estudados. Por exemplo,
as bactérias diazotroficas endofiticas podem desempenhar um papel fisiologico
importante no desenvolvimento da planta hospedeira, como o biocontrole de
fitopatdogenos (Oliveira et al., 2003a), a supressdao da doenga por indugdo de
resisténcia localizada e/ou sistémica (Duijff et al., 1997, citado por Perin et al.,
2003) e promogédo do crescimento vegetal por mecanismos diferentes da FBN
(Mirza et al., 2001).

Olivares et al. (2002), avaliando plantas de cana-de-agucar, variedade RB

72454, inoculadas com H. seropedicae estirpe HRC54 e G. diazotrophicus estirpe



PALS5, observaram que ambas as estirpes de bactérias estimularam a atividade
das bombas de H".

A producdo de hormdbnios por essas bactérias € um dos fatores
responsaveis pelo efeito estimulatério na atividade das bombas de H*. Bastian et
al. (1998) detectaram a presenca de AIA e giberelinas A1 e A3 em culturas de
Herbaspirillum seropedicae e Acetobacter diazotrophicus e Radwan et al. (2002)
constataram a producao de inddis por estirpes de Herbaspirillum e Azospirillum
em plantulas de milho e arroz inoculadas.

O gradiente eletroquimico gerado pelas bombas de H*-ATPase da
membrana plasmatica esta diretamente envolvido com dois mecanismos
fundamentais do desenvolvimento vegetal: (i) a energizagdo de sistemas
secundarios de translocacao de ions fundamentais para a absor¢cdo de macro e
micronutrientes e (ii) o aumento da plasticidade da parede celular para possibilitar
o processo de crescimento e divisdo da célula vegetal (Faganha et al., 2002).
Esse ultimo mecanismo esta relacionado com a teoria do crescimento acido que
postula que um aumento da extrusdo de protons mediado pela H*-ATPase
promove a acidificagdo do apoplasto, que por sua vez ativa enzimas especificas
que atuam sobre a parede celular, aumentando sua plasticidade e,
consequentemente, permitindo o alongamento da célula (Rayle e Cleland, 1992).

As respostas a inoculagdo de bactérias diazotréficas endofiticas foram
avaliadas por Canuto et al. (2003). Os autores inocularam 44 estirpes de bactérias
diazotréficas endofiticas em plantas micropropagadas de cana-de-agucar que
foram individualizadas na fase de enraizamento e transferidas para frascos no
qual foram inoculadas; das estirpes testadas, trés promoveram aumento
significativo da massa seca dos colmos.

Guimaréaes et al. (2003) e Ferreira et al. (2003) inocularam sementes de
arroz com as bactérias diazotréficas endofiticas da espécie Herbaspirillum
seropedicae ZAE94 BR 11417 \utilizando turfa e observaram aumento na

producao de graos.

2.4. Os acidos humicos e as bactérias diazotroficas endofiticas

A matéria organica do solo, do ponto de vista estritamente tedrico, pode

ser dividida em dois grandes compartimentos: um, composto pela fragdo néo-
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humificada, representada pelos restos vegetais e animais pouco decompostos e
pelos compostos organicos com categoria bioquimica definida (proteinas,
acucares, ceras, graxas, resinas), e outro compartimento formado pelas
substancias humificadas (SH) (Canellas et al., 2001).

A matéria organica humificada do solo é composta por diferentes fragdes,
de acordo com sua solubilidade. De modo geral, aceita-se a distribuicdo das
fragbes humificadas em trés categorias: as huminas (H), que representam a
matéria organica intimamente ligada a fragdo mineral do solo e por isso insoluvel;
os acidos fulvicos (AF), que apresentam grande quantidade de grupamentos
funcionais oxigenados e sdo soluveis tanto em meio acido como basico, e os
acidos humicos (AH), insoluveis em meio fortemente acido. Os AH representam a
fragdo reativa mais estavel da matéria organica humificada (Szabd, 2004;
Canellas et al., 2001).

As SH além de fornecer nutrientes para as plantas com a mineralizagao,
podem estimular diretamente o crescimento e a produtividade das plantas. Os
efeitos das SH sobre o desenvolvimento vegetal sdo dependentes da fonte de
obtencéo, das doses utilizadas e da espécie das plantas estudadas (Vaughan e
Malcolm, 1985, citado por Zandonadi, 2006).

Segundo Faganha et al. (2002) e Canelas et al. (2002), os AH apresentam
grupamentos auxinicos em sua estrutura que 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 comprimento radicular.

Avaliando a ag&o dos acidos humicos, Arancon et al. (2003) observaram
aumento na altura, area foliar, peso da matéria seca da parte aérea e raiz em
plantas de pimenta, tomate e caléndula e aumento no numero de frutos em
plantas de morangos.

As substancias humicas (SH) podem atuar no aumento da populagao de
bactérias diazotréficas endofiticas, atuando como condicionador fisico-quimico,
bem como promovendo aumento do estabelecimento do indculo bacteriano no
interior da planta. Isso pode ser hipoteticamente explicado como parte dos efeitos
das SH sobre o aumento no numero de raizes laterais, as quais constituem no
sitio majoritario de infeccdo da planta hospedeira por bactérias endofiticas
(Marques Junior, 2006).
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2.5. Materiais utilizados no recobrimento de sementes

No recobrimento de sementes utiliza-se basicamente um material seco,
inerte, de granulometria fina e um cimentante, que deve ser um adesivo nao
fitotoxico e soluvel em agua (Silva e Nakagawa, 1998a).

A principio, o material de enchimento deve constituir-se de particulas
grossas e uniformes, visando formar poros grandes. Ocorre, entretanto, grande
limitagdo na granulometria do material de enchimento, porque a adesdo de
particulas grandes necessita de maior quantidade de adesivo, causando o
recobrimento de mais de uma semente, o que ¢é indesejavel (Silva e
Nakagawa,1998c).

Costa et al. (2001) compararam o recobrimento de sementes de cenoura
confeccionado com cal, calcario e gesso e observaram que os trés materiais sao
indicados para tornar as sementes mais visiveis, em contraste com o solo.

Avaliando o recobrimento em sementes de milho doce, Mendonga (2003)
comparou os seguintes materiais de enchimento: calcario, caulim, carvao vegetal
ativado, areia, vermiculita, fuba de milho, farinha de trigo, polvilho de mandioca,
amido de milho, celite e terra diatomaceas, observando que o carvdo vegetal
possibilitou o maior crescimento e desenvolvimento das plantulas.

Outros materiais podem ser utilizados como material de recobrimento,
como polimeros vinilicos (Pires et al., 2004), gel hidrofilico (Pradella, 1989),
argilas, serragem, cascas, farinha de ossos, farinha de sangue (Giménez-
Sampaio e Sampaio,1994). O tipo de material utilizado ira depender dos objetivos

do recobrimento.

2.6. Materiais utilizados como cimentantes (adesivos)

A integridade fisica do recobrimento € uma caracteristica importante.
Apds a secagem, a cobertura ndo deve desmanchar ou quebrar durante o
processo de classificagdo, transporte, manuseio e semeadura mecanizada (Silva

e Nakagawa, 1998a).
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Para evitar a desintegracdo da camada de recobrimento séo utilizados
materiais cimentantes (adesivos) que devem ser solUveis em agua, ter afinidade
com os demais ingredientes e ndo causar danos as sementes (Mendonga, 2003).

A afinidade entre o cimentante e os demais ingredientes, ou o equivalente
ao poder de fixagdo do produto, é fator importante, no sentido de se utilizar a
menor proporgao de cimentante no recobrimento (Silva e Nakagawa, 1998a).

Acredita-se que a utilizacdo de quantidades menores de adesivo na
formagédo das camadas de recobrimento seja favoravel, visto que esses materiais
sao viscosos. Assim, na hidratacdo da semente apés a semeadura esses
produtos ndo dificultariam a absorcdo da agua (Mendonga, 2003; Silva e
Nakagawa, 1998a).

A definicdo da proporcdo de cimentante implica na necessidade de testes
para conseguir um material com resisténcia e com o minimo de cimentante.

Giménez-Sampaio e Sampaio (1994) relatam o emprego de produtos
cimentantes simples como mel, leite em pd, azeite, amido, agucares e gelatinas,
até outros mais elaborados como a goma arabica, etil, metil celulose ou caseina,
acetato de polivinil, alcool polivinilico, 6xidos de polietileno, polieletrolitos
insoluveis, poliuretanos e resinas plasticas.

Silva e Nakagawa (1998a) avaliaram colas a base de acetato de polivinila
(PVA) das marcas: cascorez, grudi extra, cascorez extra, perapret-va, cascofix e
tudo cola; a cola cascorez extra apresentou os melhores resultados, nao
prejudicando o crescimento das plantulas e mostrou curto tempo de reidratagéo.

Mendonga (2003) avaliou os adesivos cola cascorez extra, goma arabica,
produtos a base de amido como polvilho de mandioca, farinha de trigo e amido de
milho, ndo obtendo bons resultados com os adesivos a base de amido, devido a

grande atragao desses materiais por microrganismos.

2.7. Equipamentos e metodologia de recobrimento

As sementes recobertas sao obtidas a nivel comercial pela agitagdo das
mesmas no interior de um tambor rotativo, onde se adiciona alternadamente um
cimentante (adesivo) e o material inerte. O adesivo pode incorporar-se mediante
pulverizagdo, nebulizacdo ou atomizacgéo, enquanto o material inerte costuma ser

pulverizado (Giménez-Sampaio e Sampaio, 1994).
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Esse tambor rotativo pode ser uma drageadora ou uma betoneira.
Mendonga (2003) utilizou uma drageadora; para a aplicagdo do adesivo, que
estava dissolvido em agua, utilizou uma pistola de pintura acionada por ar
comprimido; o material inerte foi peneirado sobre as sementes dentro da
drageadora em movimento.

Norris et al. (1970) recobriram as sementes dentro de um béquer, para
agitacdo das sementes utilizou um bastado de vidro. As sementes foram tratadas,
primeiramente, com solugdo de adesivo, em seguida, adicionou-se o material de

recobrimento.

2.8. Armazenamento de sementes recobertas

Apesar do acentuado incremento no uso de sementes recobertas
verificado nos ultimos anos, sdo poucas as informagdes que tém sido publicadas
sobre a resposta destas sementes durante o periodo de armazenamento
(Mendonga, 2003; Oliveira et al., 2003b). Entretanto, acredita-se que os principios
fundamentais para a correta conservacdo de sementes recobertas sao os
mesmos reconhecidos para as sementes nuas (Duffus e Slaugther, 1980, citado
por Costa et al., 2001).

Para se conseguir uma boa conservagao da qualidade das sementes, é
necessario manter ao minimo a atividade metabdlica das sementes. Isso é
possivel pelo armazenamento das mesmas a baixa temperatura e umidade
relativa do ar, com o objetivo de minimizar a velocidade de deterioragédo e
controlar a agdo de microrganismos proprios do armazenamento (Gimenez-
Sampaio e Sampaio, 1994).

Estudando a resposta de sementes recobertas ao armazenamento, Costa
et al. (2001), trabalhando com sementes de cenoura recobertas com cal, calcario
€ gesso, observaram que as sementes podem ser recobertas com quaisquer dos
recobrimentos e armazenadas por até nove meses, sem perda de seu vigor.

Oliveira et al. (2003b), analisando os resultados do teste de germinagao e
vigor para sementes de pimentdo recobertas e armazenadas em embalagem
impermeavel, observaram que a redugdo da qualidade apdés 20 meses de
armazenamento foi menor em relagcédo as sementes armazenadas em embalagem

permeavel.
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Segundo Mendonga (2003), nos estudos com armazenamento, quando
em condi¢cdes ideais, ndao ha diferengas na manutencdo da viabilidade entre
sementes recobertas e nuas, mas em condicdes inadequadas as sementes
recobertas perdem mais rapidamente a viabilidade, o que implica em cuidados
mais rigorosos no periodo de armazenamento e manuseio de sementes

recobertas.



3. TRABALHOS

QUALIDADE FISIOLOGICA E RESISTENCIA DE SEMENTES DE MILHO
RECOBERTAS

RESUMO

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a qualidade fisiolégica de
sementes de milho UENF 506-8 recobertas e a resisténcia do recobrimento
utilizando diferentes porcentagens de cimentante. Utilizou-se no recobrimento das
sementes uma mistura de calcario e meio de cultura. Como cimentante foi
utilizada cola a base de acetato de polivinila (PVA). O recobrimento das sementes
de milho foi realizado com uma mistura de 70% (p/p) de calcario, 10% (p/p) de
meio de cultura semi-sélido JNFb e 20% (p/p) de agua destilada. Foram
adicionadas a essa mistura diferentes porcentagens de cimentante: 0,5; 1; 2; 3; 4
e 5 % (p/p). Para avaliacdo da resisténcia do recobrimento foi simulado o
transporte e a semeadura manual e a semeadura mecanica das sementes
recobertas. A avaliagdo da qualidade fisiolégica das sementes foi realizada em
sementes nuas (controle) e sementes recobertas com as porcentagens de
cimentante: 0,5; 1; 2; 3; 4 e 5 %. O aumento da porcentagem de cimentante de 2

para 3% causou uma pequena reducdo nao significativa na velocidade da
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germinacao, na velocidade de emergéncia e na emergéncia, mas nao afetou o
numero final de plantulas normais no teste de germinagao e teste frio. Para a
semeadura manual recomenda-se a utilizacdo de 2% de cimentante e para a

semeadura mecanizada 4 %.

ABSTRACT

This work was developed with the objective of evaluating the physiologic quality of
corn seeds UENF 506-8 covered and the resistance of the covering using different
percentages of cement. It was used in the covering of the seeds a mixture of lime
and middle of culture. As cement was used polivinil acetate glue (PVA). The
covering of the corn seeds was executed with a mixture of 70% (w/w) of lime, 10%
(w/w) of semi-solid JNFb and 20% (w/w) of water. In the mixture different
percentages were added: 0,5; 1; 2; 3; 4 and 5% (w/w). Evaluating the resistance of
the covering was simulated the transport and the manual sowing and the
mechanical sowing of covered seeds. The evaluation of the physiologic quality of
the seeds was accomplished in seeds not covered and covered seeds with the
percentages of cement: 0,5; 1; 2; 3; 4 and 5%. The increase of the percentage of
cement of 2 for 3% caused a small reduction no significant in the speed of the
germination, emergency of speed and emergency, but it didn't affect the final
number of normal plants in the germination test and cold test. For the manual
sowing the use of 2% of cement is recommended and for the automated sowing
4%.

INTRODUGAO

A semente ndo mais representa somente um meio de propagacédo de uma
nova cultura, mas carrega também uma nova forma de gerenciamento da

tecnologia agricola. A agregagao de valor as sementes, utilizando métodos e
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tecnologias de produg¢do como o recobrimento de sementes, € a mais nova
exigéncia de um mercado cada vez mais competitivo (Medeiros et al., 2004).

Hathcock et al. (1984) afirmaram que o recobrimento de sementes se
refere a disposicao de materiais sobre a cobertura protetora natural da semente,
com o proposito de melhorar a semeadura e/ou o desenvolvimento das espécies
cultivadas.

Segundo Silva e Nakagawa (1998c) esse tratamento tem diversas
vantagens nos processos de semeadura manual ou mecanica, na aplicagdo de
pequenas quantidades de nutrientes, reguladores de crescimento, inoculantes e
também como veiculo para aplicagéo de inseticidas, fungicidas e repelentes de
passaros.

O recobrimento de sementes pode viabilizar a inoculacdo de inumeros
microrganismos que tém a capacidade de beneficiar a implantacdo e
desenvolvimento dos cultivos. Para a inoculagdo do rizébio até o momento da
simbiose, o material de inoculagado que tem demonstrado ser o mais apropriado &
a turfa. Para a protecao do inoculante as sementes sao recobertas com materiais
como fosfatos de rocha e carbonato de calcio (Giménez-Sampaio e Sampaio,
1994). Meios de cultura liquidos ou semi-sélidos também podem ser utilizados
como inoculantes de bactérias, onde o recobrimento sera utilizado para aderir o
meio de cultura a semente, além de contribuir para um micro-ambiente favoravel a
sobrevivéncia da bactéria.

No recobrimento de sementes utiliza-se basicamente um material de
enchimento seco, de granulometria fina, e um cimentante que deve ser um
adesivo néo fitotoxico e soluvel em agua (Silva e Nakagawa, 1998a).

A integridade fisica do recobrimento é uma caracteristica importante.
Apds a secagem, a cobertura ndo deve desmanchar ou quebrar durante o
processo de transporte, manuseio, semeadura manual ou mecanizada (Silva e
Nakagawa, 1998c). Para evitar a desintegracdo da camada do recobrimento séo
utilizados materiais cimentantes (adesivos) que devem ter afinidades com os
demais ingredientes (Mendonga, 2003).

A afinidade entre o cimentante e os demais ingredientes, ou o equivalente
ao poder de fixagao do produto, é fator importante, no sentido de se utilizar a

menor propor¢ao de cimentante no recobrimento (Silva e Nakagawa, 1998c).
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A definicdo da propor¢cdo de cimentante implica no dilema entre a
necessidade de se ter resisténcia fisica e a limitagcdo do uso de cimentantes,
sendo entdo necessario avaliar a resisténcia do recobrimento, para que se possa
utilizar a menor porcentagem possivel de cimentantes, sem afetar a qualidade
final do produto (Silva e Nakagawa, 1998b).

Embora a técnica de recobrimento tenha sido desenvolvida ha varios
anos, as informagdes referentes a composicdo dos materiais empregados e a
confeccdo do recobrimento sdo pouco difundidas, uma vez que esta técnica
permanece inacessivel junto as empresas de sementes e as companhias
processadoras de recobrimento (Silva et al., 2002).

Apesar das vantagens do recobrimento, alguns autores afirmam que este
processo pode afetar a qualidade fisiolégica das sementes. Neste sentido, Franzin
et al. (2004) verificaram que a germinagcéo de sementes de alface foi inibida apds
o recobrimento, provavelmente, pela dificuldade de absorgdo de agua e oxigénio
imposta pelo material de recobrimento.

No entanto, Silva e Nakagawa (1998c) afirmam que o retardamento da
germinagdo da semente recoberta pode ser de até 20 dias ou mais, mas,
geralmente, sdo obtidas taxas de germinagéao final semelhantes a germinagao de
sementes nuas. Os autores afirmam que vencida a barreira do material de
recobrimento, que geralmente é inferior a 2 mm de espessura, a plantula passa a
nao sofrer qualquer efeito do recobrimento, resultando em indices normais de
produtividade e qualidade.

Segundo Silva e Nakagawa (1998a), a superagédo do obstaculo imposto
pelo recobrimento esta intimamente relacionada ao vigor da semente e por isso,
pequenas diferengas no vigor contribuem para a desuniformidade da populacao
inicial de plantas. Contudo, vencida a barreira, as plantulas se igualam na
velocidade de crescimento, formando mudas uniformes em massa fresca e seca,
tanto em condigdes de laboratério quanto em viveiros de mudas.

Binneck et al. (1999), estudando o efeito do recobrimento das sementes
sobre a germinagao e a emergéncia de sementes de trevo-branco, concluiram
que com o uso de sementes recobertas pode-se conseguir populagdes com altas
taxas de germinacédo e emergéncia de plantulas. Nesta mesma linha de pesquisa,

Kanashiro et al. (1978), trabalhando com sementes de diferentes espécies de
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eucalipto, observaram que o recobrimento ndo afetou a germinacédo e o
crescimento das plantas.

No presente trabalho objetivou-se avaliar a qualidade fisioldégica de
sementes de milho UENF 506-8 recobertas e a resisténcia do recobrimento
utilizando diferentes porcentagens de cimentante. Ao material de recobrimento foi
adicionado meio de cultura JNFb, visando posteriormente utilizar essa técnica

como meio de inoculacio de bactérias diazotréficas endofiticas.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Setor de Producgéo e Tecnologia de
Sementes do Laboratério de Fitotecnia e em casa de vegetagdo, ambos
pertencentes ao Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias (CCTA) da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) em Campos
dos Goytacazes — RJ. Foram utilizadas sementes de milho hibrido UENF 506-8.

O material de recobrimento utilizado foi o calcario dolomitico
(granulometria fina) com adicdo de meio de cultura JNFb. Como cimentante foi
utilizada cola a base de acetato de polivinila (PVA) dissolvida em agua destilada.
O recobrimento das sementes de milho foi realizado com a mistura de 70% (p/p)
de calcario, 10% (p/p) de meio de cultura semi-sélido JNFb (Baldani et al., 1992) e
20% (p/p) de agua destilada. Essa mistura foi realizada dentro de um béquer.
Foram adicionadas a essa mistura diferentes porcentagens de cimentante: 0,5; 1;
2;3;4e5 % (p/p).

As sementes foram recobertas uma a uma imergindo as sementes no
béquer com o material do recobrimento com auxilio de uma pinga e, em seguida,
postas a secar ao ar livre, durante um periodo de 24 horas, sobre um recipiente
polvilhado com calcario a fim de evitar que as sementes ficassem aderidas ao
fundo do recipiente. O aspecto visual das sementes recobertas pode ser
observado na Figura 1.
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Figura 1. Aspecto visual das sementes de milho (UENF 506-8) nuas (esquerda) e
sementes recobertas (direita) secas por um periodo de 24 horas.

Para avaliagdo da resisténcia do recobrimento quatro repeticbes de 30
sementes recobertas de cada tratamento foram pesadas e armazenadas em
sacos de papel multifoliado. Esses sacos foram colocados dentro de uma sacola
plastica e, simulando o transporte das sementes, os sacos de papel foram
agitados visando a colisdo entre eles. Apds isso, os sacos de papel foram
retirados da sacola e langados, individualmente, de uma altura de 1 metro,
simulando os danos de uma semeadura manual ao recobrimento. Para a
determinagdo do material de recobrimento perdido as sementes foram pesadas
novamente.

Avaliando a resisténcia do recobrimento a semeadura mecénica, quatro
repeticoes de 30 sementes recobertas de cada tratamento foram pesadas e
colocadas em uma semeadora de plantio direto, simulando uma semeadura
mecanizada. As sementes, apdés passarem pelo disco e o duto da semeadora,
foram coletadas e pesadas para avaliagdo da porcentagem de material de
recobrimento perdido.

A avaliagdo da qualidade fisiologica das sementes foi realizada com
sementes nuas (controle) e sementes recobertas com as porcentagens de
cimentante: 0,5; 1; 2; 3; 4 e 5 % pelos testes de germinagéo (TG), primeira
contagem do TG, teste frio sem solo, emergéncia de plantas em casa de
vegetacgao e indice de velocidade de emergéncia (IVE).

O teste de germinagdo (TG) foi realizado de acordo com as

recomendagdes contidas nas Regras para Analises de Sementes (Brasil, 1992),
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com modificagdes, sendo utilizado quatro repeticbes de 25 sementes para cada
tratamento.

A primeira contagem do TG foi realizada conforme metodologia prescrita
para o TG, sendo o resultado expresso pela porcentagem das plantulas normais
avaliadas no quarto dia apds o inicio do teste.

Para execugdao do teste de frio sem solo, quatro repeticbes de 25
sementes de cada tratamento foram distribuidas em papel germiteste umedecido
com uma quantidade de agua destilada equivalente a 2,5 vezes o peso do papel.
Apds a semeadura os rolos foram colocados no interior de sacos plasticos e estes
foram mantidos em incubadora BOD regulada a 10 °C, durante sete dias. Apds
esse periodo, os rolos no interior dos sacos plasticos foram transferidos para um
germinador regulado a temperatura alternada de 20-30 °C, onde permaneceram
por mais sete dias. A avaliagdo da germinacéao foi realizada de acordo com as
recomendagdes contidas nas Regras para Analise de Sementes (Brasil, 1992).

Para a avaliagdo da emergéncia de plantas em casa de vegetacao foram
utilizadas quatro repeticbes de 10 sementes. Os diferentes tratamentos foram
semeados em vasos plasticos de cinco litros com areia de textura média. Estes
foram colocados em casa de vegetacao e 15 dias apds a semeadura foi realizada
a avaliagao do numero de plantulas normais emergidas.

O IVE foi conduzido juntamente com a avaliagdo da emergéncia de
plantas em casa de vegetagcdo, contabilizando-se diariamente as plantulas
emergidas a partir das primeiras plantulas até o décimo quinto dia apos a
semeadura. Os indices foram calculados de acordo com a formula de Maguire
(1962).

Os resultados foram submetidos a Analise de Variancia (F a 5% de
probabilidade). Os tratamentos (quantitativos) da avaliagdo de resisténcia foram
avaliados via analise de regressao polinomial. Os resultados das avaliagdes da
qualidade fisiologica das sementes foram analisados pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliando a resisténcia do recobrimento através da simulagcdo do
transporte e plantio manual das sementes (Figura 2), observa-se que as
porcentagens 0,5 e 1% de cimentante mostraram perdas muito superiores as
porcentagens 2, 3, 4 e 5%.

As porcentagens 2, 3, 4 e 5% de cimentante foram estatisticamente
iguais, entretanto a porcentagem de 2% seria a porcentagem recomendada. A
utilizagdo da menor porcentagem de cimentante, desde que ndo comprometa a
resisténcia do recobrimento, é mais vantajosa economicamente, além disso,
quanto menor a porcentagem de cimentante menor a dificuldade de absorgao de
agua e oxigénio.

Utilizando menor quantidade de cimentante se tem, ao reidratar as
sementes recobertas apds a semeadura, uma solugdo com viscosidade baixa na
camada do recobrimento, o que facilita a drenagem da agua retida nos poros,
favorecendo assim, a sua desobstrugcdo e, consequentemente, a troca gasosa
(Silva e Nakagawa, 1998c). Isso ocorre porque os cimentantes séo, geralmente,
produtos espessos € a viscosidade da solugdo depende da concentragcao, como

afirma Silva e Nakagawa (1998c).
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Figura 2. Perda do material de recobrimento em fungdo da porcentagem de
cimentante utilizado no recobrimento de sementes de milho (UENF
506-8) apds simulagao de transporte e semeadura manual.
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Nas avaliagbes de perda do material de recobrimento utilizando
semeadura mecéanica (Figura 3), as porcentagens de 4 e 5% de cimentante
mostraram perdas inferiores as demais porcentagens.

Esses resultados estdo de acordo com Silva e Nakagawa (1998c), os
quais afirmam que a firmeza da ligagao entre as particulas define a consisténcia
do recobrimento e, quanto maior a propor¢cdo do cimentante, maior € a acéo de
fixagdo das estruturas.

Para a semeadura mecanizada a porcentagem de 4% poderia ser

utilizada, desde que né&o prejudique a qualidade fisiolégica das sementes
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Figura 3. Perda do material de recobrimento em fungdo da porcentagem de
cimentante utilizado no recobrimento de sementes de milho (UENF
506-8) apds passarem pela semeadora.

Os dados mostram que ha necessidade de maior porcentagem de
cimentante no recobrimento das sementes que passam pela semeadora em
relacdo a semeadura manual. Isto acontece porque as sementes que passam
pela semeadora sofrem maior atrito mecéanico, necessitando de maior
porcentagem de cimentante para que o recobrimento ndo desmanche durante o
processo.

A porcentagem de plantulas normais obtidas no teste de germinagao e
teste frio sem solo n&o foi influenciada pelas diversas porcentagens de cimentante
(Tabela 1).
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Esses resultados corroboram com Silva et al. (2002), os quais
observaram que diversas composi¢cdes de cimentantes utilizadas no recobrimento
nao influenciaram a porcentagem de germinagcdo de sementes de alface

recobertas.

Tabela 1. Porcentagem de plantulas normais do teste de germinacgao e teste frio
sem solo de sementes de milho (UENF 506-8) recobertas com
diferentes porcentagens de cimentante

Tratamentos Germinagao (%) Teste Frio (%)
Controle 95 a 86 a
0,5% de cimentante 91 a 91 a
1% de cimentante 91a 91a
2% de cimentante 91a 94 a
3% de cimentante 91 a 94 a
4% de cimentante 88 a 91a
5% de cimentante 90 a 85a
CV% 7,22 6,97

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

Nas avaliagdes da primeira contagem do TG e IVE ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos (Figura 4). Entretanto, é possivel observar uma
pequena redugao na velocidade de germinagao (primeira contagem do TG) e no
IVE, quando a porcentagem de cimentante aumentou de 2 para 3 %. Isto pode
estar relacionado a maior dificuldade de absor¢ao de agua e oxigénio causada

pelo aumento da porcentagem de cimentante.
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Figura 4. Primeira Contagem do TG e indice de Velocidade de Emergéncia (IVE)
de sementes de milho (UENF-506-8) recobertas com diferentes
porcentagens de cimentante. CV= 10,31% (1® Contagem) e 10,11%
(IVE).

A reducdo na velocidade de germinagdo (Figura 4) quando a
porcentagem de cimentante aumentou de 2 para 3 % nao influenciaram o numero
de plantulas normais no teste de germinagao (Tabela 1). Esses resultados estao
de acordo com Pires et al. (2004), Oliveira et al. (2003), Pereira e Oliveira (2003)
e Silva et al. (2002), os quais também verificaram que a porcentagem de
germinagdo nao foi reduzida pelo recobrimento, apesar de a velocidade de
germinagdo das sementes ter sido reduzida em razdo da presengca de uma
barreira fisica.

Segundo Costa et al. (2001), as sementes recobertas demoram mais
tempo para absorver a umidade do solo, podendo tardar a germinagao até 48
horas a mais que as sementes nuas. No entanto, as vantagens que o
recobrimento pode proporcionar a semeadura de precisdo e incorporacao de
materiais benéficos sdo mais importantes para se conseguir os objetivos de
produgado do que o pequeno atraso na germinacgao.

A emergéncia em casa de vegetacdo também apresentou uma pequena
reducao, nao significativa, quando a porcentagem de cimentante aumentou de 2

para 3 % (Figura 5). Estes resultados podem estar relacionados a baixa
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porcentagem de agua no substrato, pois a areia retém pouca umidade e com isso
dificulta a absor¢do de agua pelas sementes com maior porcentagem de
cimentante, diminuindo o numero de plantas emergidas.

Tomic (1976), trabalhando com sementes de cenoura recobertas e nao
recobertas, em solo com e sem irrigagcédo, observou que na condigdo irrigada, 0s
tratamentos equivalem-se. No entanto, sob condi¢cdes de solo seco, as sementes
nuas apresentaram melhor desempenho, podendo concluir que o recobrimento

dificulta a absorgéo de agua em condi¢des de baixa disponibilidade de agua.
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Figura 5. Emergéncia de plantas em casa de vegetacdo de sementes de milho
(UENF-506-8) recobertas com diferentes porcentagens de cimentante.
CV=10,94%.

Comparando os resultados obtidos no teste de germinacdo (Tabela 1) e
na emergéncia em casa de vegetacao (Figura 5), observa-se que o aumento na
porcentagem de cimentante ndo afetou o numero de plantulas normais no teste
de germinagdo, mas na avaliagdo de emergéncia em casa de vegetacao houve
uma pequena redugao, nao significativa, quando a porcentagem de cimentante
aumentou de 2 para 3%. Isso pode estar relacionado a maior disponibilidade de
agua, temperatura ideal e luminosidade no germinador, durante o teste de
germinagao, garantindo maior niumero de plantulas normais.

Esses dados estdo de acordo com Caliari e Marcos Filho (1990), que

afirmam que se as condigcbes de ambiente apdés a semeadura em campo se
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desviarem das ideais € de se esperar que a porcentagem de emergéncia de
plantulas seja inferior a germinacao determinada em laboratério.

Entre as porcentagens de cimentante avaliadas para a semeadura
manual, 2 % é a porcentagem recomendada, visto que entre as porcentagens
testadas, esta apresentou alta resisténcia e ndo afetou a qualidade fisiolégica das
sementes.

Observando os dados para semeadura mecanica, recomenda-se a
porcentagem de 4 % de cimentante, pois esta porcentagem promoveu alta
resisténcia do recobrimento ao atrito mecéanico e, possivelmente, em areas de
producdo com chuvas regulares ou com um sistema eficiente de irrigagcdo onde
ndo haja limitagdo de umidade, esta porcentagem de cimentante ndo afete a

emergéncia das plantas

RESUMO E CONCLUSOES

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a qualidade
fisiologica de sementes de milho UENF 506-8 recobertas e a resisténcia do
recobrimento utilizando diferentes porcentagens de cimentante. Utilizou-se no
recobrimento das sementes uma mistura de calcario e meio de cultura. Como
cimentante foi utilizada cola a base de acetato de polivinila (PVA). Foram
avaliadas seis porcentagens de cimentante: 0,5; 1; 2; 3; 4 e 5 %. Foram
realizadas avaliagdes da resisténcia do recobrimento simulando o transporte e
semeadura manual e a semeadura mecanizada. A avaliacdo da qualidade
fisiologica das sementes recobertas foi realizada pelo teste de germinagao (TG),
primeira contagem do TG, teste frio sem solo, emergéncia de plantas em casa de
vegetacao e IVE.

O recobrimento nas diversas porcentagens testadas ndo afetou
significativamente a qualidade fisiol6gica das sementes de milho UENF 506-8.

Para a semeadura manual recomenda-se a utilizagdo de 2% de

cimentante e para a semeadura mecanizada 4 % de cimentante.
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RECOBRIMENTO DE SEMENTES COM ACIDOS HUMICOS E BACTERIAS
DIAZOTROFICAS ENDOFITICAS

RESUMO

A aplicagao de bactérias promotoras de crescimento que incluem, por exemplo, a
intensificacdo de processos bioldgicos como a fixacdo de nitrogénio atmosférico
em plantas ndo leguminosas, apesar de ter grande potencial para agricultura,
ainda mostra algumas limitagdes, como a caréncia de um inoculante eficiente e
comercialmente disponivel. Objetivou-se no presente trabalho avaliar o efeito do
recobrimento de sementes de milho com acidos humicos (AH), bactérias
diazotréficas endofiticas e uso em conjunto de AH e bactérias diazotréficas
endofiticas na estimulagdo do crescimento vegetal. O estudo foi conduzido em
laboratorio e casa de vegetacdo. Em Laboratério, a adicdo de AH, bactéria e o
uso em conjunto de bactérias e AH estimularam o crescimento vegetal. No
experimento em casa de vegetagcdo, em vasos tipo Leonard, preenchidos com
areia, foi observado que o uso em conjunto de bactérias e AH + AH irrigado
estimulou o crescimento vegetal em relagdo ao controle. Utilizando uma mistura
de terra + areia, a inoculagdo das bactérias de maneira isolada aumentou o
crescimento das plantas em relagao ao controle. O uso em conjunto de bactérias
e AH nao estimulou o crescimento das plantas. Os resultados mostrados nesse
trabalho revelaram que os AH utilizados no recobrimento de sementes tem sua

capacidade de estimular o crescimento radicular diminuido, comparado ao uso em
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solugcdo. O recobrimento de sementes mostrou-se como uma nova opg¢ao de
inoculacdo de bactérias diazotroficas endofiticas da espécie Herbaspirillum
seropedicae (Z67), garantindo a sobrevivéncia dessas bactérias até a emissao

das raizes pelas plantas.

ABSTRACT

The application of bacteria growth promoters includes, for example, the
intensification of biological processes as the fixation of atmospheric nitrogen in
non-legume plants, although to have great potential for agriculture, still shows
some limitations, as the lack of an efficient and commercially available inoculante.
This work had for objective to evaluate the effect of the covering seeds of maize
with humic acid (HA), endophytic diazotrophic bacteria and use in set of AH and
endophytic diazotrophic bacteria in the stimulation of the vegetal growth. The
study was evaluated at laboratory and greenhouse. In Laboratory, the addition of
HA, bacteria and the use in set of bacteria and HA stimulated the vegetable
growth. In the experiment in greenhouse, with sand, it was observed that the use
in set of bacteria and HA + HA irrigated stimulated the vegetal growth in relation to
the control. In the mixture land + sand, the inoculation of the bacteria in isolated
way increased the growth of the plants in relation to the control. The use in set of
bacteria and HA did not stimulate the growth of the plants. The results shown in
this work show that HA used in the covering seeds it has its capacity of stimulation
of the growth to radicular diminished, comparative with the use in solution. The
covering seeds revealed as a new option of inoculation of endophytic diazotrophic
bacteria of the species Herbaspirillum seropedicae (Z67), guaranteeing the

survival of these bacteria until the emission of the roots for the plants.
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INTRODUGAO

No final do século retrasado descobriu-se que varias espécies de
leguminosas, tais como soja, feijdo e outras, possuiam nodulos nas raizes
contendo bactérias do género Rhizobium, que transformam o nitrogénio gasoso
do ar em aménia que é utilizada para o crescimento da planta. Este processo foi
chamado de Fixacao Biolégica de Nitrogénio (FBN) (Boddey et al., 1992).

A familia Poaceae engloba os grédos mais utilizados na alimentacdo
humana e em ragdes, tais como milho, trigo, arroz e sorgo, e ainda plantas
forrageiras (capim colonido, braquiaria etc), bem como a principal alternativa
energética para substituicdo da gasolina como combustivel, a cana-de-agucar.
Todas estas espécies de planta sdo incapazes de formar nddulos nas raizes em
associagdo com o rizébio. Estudos envolvendo bactérias fixadoras de nitrogénio
(N) associadas as Poaceas iniciaram-se no Brasil em 1956 e na década de 80 foi
comprovado com ajuda de novas técnicas de quantificacdo, que algumas destas
espécies de plantas podem obter contribuigdes significativas de N com a atividade
destes microrganismos (Boddey e Ddbereiner, 1988).

Os microrganismos diazotroficos endofiticos mais conhecidos e que se
estabelecem em tecidos de raizes e partes aéreas das poaceas sao
Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae, H.
rubrisubalbicans, Azoarcus e Burkholderia sp., dentre outras espécies
bacterianas. Tais enddfitos apresentam grande potencial na FBN devido a sua
habilidade em 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 N em grau maximo (Kennedy et al., 1997).

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 possiveis efeitos negativos do excesso de nitrato nos
mananciais sado fatores que devem ser levados em consideragao para o incentivo
do estudo do processo natural de fixagdo bioldgica (Cantarella e Duarte, 2004).

Assim, todas as possibilidades de incremento da FBN na agricultura devem ser
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exploradas, ndo somente como alternativa econémica, mas, também ecoldgica
(Canuto, 2003).

No entanto, h& outros efeitos das bactérias diazotréficas endofiticas sobre
a planta hospedeira, além da contribuicdo da FBN, que estdo sendo estudados.
Por exemplo, as bactérias diazotréficas endofiticas podem desempenhar um
papel fisiolégico importante no desenvolvimento da planta hospedeira, como o
biocontrole de fitopatdégenos (Oliveira et al., 2003), a supressao de doenga por
indugdo de resisténcia localizada e/ou sistémica (Duijff et al., 1997 citado por
Perin et al., 2003) e promog¢ao do crescimento vegetal por mecanismos diferentes
da FBN (Mirza et al., 2001). A promogao do crescimento vegetal pelas bactérias
também tem sido atribuida a produgédo de hormdnios que sao capazes de
promover o crescimento e alteragbes na geometria do sistema radicular,
resultando numa absorgao mais eficiente de agua e nutrientes (Mirza et al., 2001).

Bastian et al. (1998) detectaram a presenca de auxinas (AlA) e
giberelinas A1 e A3 em culturas de H. seropedicae e Acetobacter diazotrophicus,
ambas as bactérias endofiticas, enquanto Radwan et al. (2004) constataram a
producao de inddis por estirpes de Herbaspirillum e Azospirillum em plantulas de
milho e arroz inoculadas. A producgao desses horménios pode gerar beneficios da
associacao das bactérias endofiticas com a planta hospedeira.

As bactérias diazotroficas endofiticas penetram na planta hospedeira
pelas aberturas naturais e injurias. Nas raizes, um dos sitios de entrada mais
utilizados pelas bactérias endofiticas séo as injurias causadas pela emergéncia de
raizes laterais (Cerigioli, 2006).

Segundo Marques Junior (2006), os acidos humicos (AH) podem atuar no
aumento da populacéo de bactérias diazotréficas introduzidas no interior da planta
e consequente incremento dos efeitos benéficos sobre a planta hospedeira. Isso
pode ser hipoteticamente explicado como parte dos efeitos dos AH que
promovem o crescimento vegetal pelo maior enraizamento e aumentam o numero
de sitios de mitose e emergéncia de raizes laterais, aumentando o numero de
pontos de infecgao para as bactérias.

O uso de AH em solugao pode influenciar diretamente o desenvolvimento
e o crescimento das plantas (Zandonadi, 2006; Canellas et al., 2005; Faganha et
al., 2002; Canellas et al., 2002; Chen e Avaid, 1990). Os AH constituem a fragao

alcalina soluvel da matéria organica do solo que precipita em meio fortemente
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acido. A estimulacdo no crescimento vegetal que os AH promovem,
especialmente sobre crescimento radicular, é ainda objeto de debate. Uma série
de autores postula que o principal efeito sobre o enraizamento constitui no
aumento da absor¢ao de micronutrientes pela formagdo de complexos organicos
mais soluveis (Pinton et al., 1999). Porém, a forte estimulagdo no crescimento de
raizes de plantas crescidas em meio axénico e sem nutrientes indica a
possibilidade de outros efeitos, tais como os observados com uso de horménios.

Canellas et al. (2002) identificaram a ativagdo das bombas de H*-ATPase
da membrana plasmatica (MP) em raizes de milho, que foi correlacionada com a
presenca de AIA na estrutura dos AH e com alteracbes no desenvolvimento
radicular das plantulas. O gradiente eletroquimico gerado pela H*-ATPase da MP
esta diretamente envolvido com dois mecanismos fundamentais do
desenvolvimento vegetal: (i) a energizagdo de sistemas secundarios de
translocacao de ions fundamentais para a absorcdo de macro e micronutrientes e
(i) o aumento da plasticidade da parede celular para possibilitar o processo de
crescimento e divisdo da célula vegetal (Fagcanha et al., 2002).

Existe, portanto, um grande potencial para ser explorado o uso de acidos
humicos e bactérias diazotréficas endofiticas na estimulagdo do crescimento
vegetal.

Com este trabalho objetivou-se avaliar o efeito do recobrimento de
sementes de milho com acidos humicos (AH), bactérias diazotroficas endofiticas e
uso em conjunto de AH e bactérias diazotréficas endofiticas na estimulagédo do
crescimento vegetal. Para isso foram avaliadas as plantas obtidas de sementes

recobertas, germinadas em laboratorio e casa de vegetacao.

MATERIAL E METODOS

Foi utilizada neste estudo a estirpe H. seropedicae Z67 BR 11175, isolado
obtido de raizes de arroz superficialmente desinfestadas (Baldani et al., 1986),
proveniente da colecdo de bactérias diazotréficas da Embrapa Agrobiologia,
municipio de Seropédica, RJ. Para a preparagao do inéculo para recobrimento,

uma coldnia do isolado da estirpe foi inoculada em meio DYG’s (Rodrigues Neto
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et al., 1986), permanecendo sob agitacdo a 150 rpm por 24h a 30 °C. Uma
aliquota de 30 pL da cultura crescida foi transferida para frascos de vidro (volume
12 mL) contendo 5 mL de meio JNFb semi-sdélido (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 adicdo de AH isolado de vermicomposto,
na concentracdo de 40 mgL™, cedido pelo Laboratorio de Solos do CCTA/UENF,
Campos dos Goytacazes — RJ.

O recobrimento das sementes de milho foi realizado com a mistura de
70% (p/p) de calcario, 10% (p/p) de meio de cultura semi-soélido JNFb e 20% (p/p)
de agua destilada. Foi adicionado a essa mistura 2 % de agente cimentante. As
sementes foram recobertas uma a uma com auxilio de uma pinga e, em seguida,
postas a secar ao ar livre, durante um periodo de 24 horas, sobre um recipiente
polvilhado com calcario a fim de evitar que as mesmas ficassem aderidas ao
fundo do recipiente. Em seguida as sementes foram avaliadas em condigdes de

laboratorio e casa de vegetacéo.

1. Experimentos em Laboratério

As avaliagdes foram realizadas no Laboratério de Fitotecnia no Setor de
Producdo e Tecnologia de Sementes pertencente ao Centro de Ciéncias e
Tecnologias Agropecuarias (CCTA) da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) em Campos dos Goytacazes - RJ. Os
tratamentos avaliados foram: T1= sementes recobertas com adicdo de meio de
cultura JNFb semi-sélido (Controle); T2= sementes recobertas com meio de
cultura JNFb semi-solido + AH; T3= sementes recobertas com meio de cultura
JNFb semi-sélido + bactérias e T4= sementes recobertas com meio de cultura
JNFb semi-solido + AH + bactérias.

O experimento foi instalado seguindo o delineamento inteiramente
casualizado com quatro tratamentos. Os resultados provenientes das avaliagdes
foram submetidos a analise de varidncia e as médias dos tratamentos
comparadas pelo Teste de Duncan em nivel de 5% de probabilidade.

Foram realizadas as seguintes avaliagdes: a) Teste de germinagao:
realizado de acordo com as recomendagdes contidas nas Regras para Analises

de Sementes (Brasil, 1992), com modificagbes. Para tal, utilizaram-se oito
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repeticoes de 25 sementes distribuidas em papel germiteste, umedecido com uma
quantidade de agua destilada equivalente a 2,5 vezes o peso do papel. Apds a
semeadura os rolos foram colocados no interior de sacos plasticos e estes foram
colocados em um germinador a temperatura alternada de 20-30 °C. A avaliagao
das plantulas foi realizada no sétimo dia apds a instalacdo do teste, sendo os
resultados obtidos expressos em porcentagem de plantulas normais; b) Massa
fresca da raiz e parte aérea: as plantulas foram obtidas na avaliacao do teste de
germinacgao; dez plantulas de cada tratamento foram seccionadas separando a
raiz da parte aérea, e estas foram pesadas individualmente; c) Massa seca da
raiz e parte aérea: as raizes e parte aérea das plantulas da avaliagdo da massa
fresca, apos serem pesadas, foram colocadas em sacos de papel, identificados,
os quais foram levados para estufa de ventilagdo forgada de ar regulada a 60 °C
onde permaneceram por 72 horas; d) Comprimento e Area Radicular: as
plantulas utilizadas para a avaliacdo do comprimento e area radicular foram
obtidas na avaliagao do teste de germinacao. Foram selecionadas dez plantulas
de cada tratamento. As plantulas foram retiradas do germinador, envolvidas em
papel toalha umedecido e conservadas temporariamente sob refrigeracdo até o
momento de seu processamento analitico. Para tal, os segmentos radiculares
foram distribuidos sobre a placa do escaner, de forma a evitar qualquer
sobreposicdo entre os eixos radiculares. Posteriormente, as imagens salvas em
arquivos de extensao TIFF foram analisadas para comprimento radicular e a area
radicular com auxilio do software Delta-T scan Cambridge (Bouma et al., 2000); e)
Analise dos sitios de mitose e raizes laterais emergidas: foi realizado de
acordo com Canellas et al. (2002). As plantulas utilizadas foram obtidas na
avaliagdo do teste de germinagdo. Foram selecionadas 4 plantulas de cada
tratamento. Os segmentos nodais das raizes foram clareados em solugdo de KOH
0,5%, em banho-maria a 75 °C por 20 minutos. Decorrido este periodo, o material
foi lavado em agua destilada e posto para corar por um periodo de 24 horas em
hematoxilina-férrica. Apos esse periodo, as raizes foram lavadas em agua
destilada e clareadas com solugao aquosa de acido latico a 80% em banho maria
a 75 °C por 30 a 90 segundos. As raizes foram transferidas individualmente para
placas de petri com agua destilada e observadas em microscopio esterioscopico
para contagem dos sitios mitéticos, que aparecem como pontos vermelhos em um

fundo claro, bem como a contagem de raizes laterais; f) Contagem de bactérias:
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as plantulas utilizadas para a contagem de bactérias foram obtidas na avaliagcao
do teste de germinacao. A contagem de bactérias presentes no tecido radicular foi
realizada pela técnica do Numero Mais Provavel (NMP). O numero de bactérias
na raiz, expresso em log (n° de bactérias por g de massa fresca de raiz) foi
determinado tomando-se amostras de 1g de raizes por repeticdo. Cada
tratamento constou de trés repeticdes. As amostras foram trituradas em 9 mL de
solucdo salina (Débereiner et al., 1995), diluidas seriadamente até 107 e
inoculadas em meio JNFb semi-solido para H. seropedicae, utilizando-se trés
repeticoes por diluicdo. Os frascos foram incubados a 30 °C por sete dias,
decorrido este periodo foi realizada a avaliagédo do crescimento pela presenca de
uma pelicula branca na superficie do meio. O numero de bactérias foi obtido pela
consulta a tabela de McCrady para trés repeticdes por diluicdo e os valores

obtidos sofreram transformacéo logaritmica.

2. Experimentos em casa de vegetacao — areia

As avaliagdes foram realizadas em casa de vegetagdao do Centro de
Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias (CCTA) da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) em Campos dos Goytacazes - RJ. O
experimento constou de oito tratamentos: T1) sementes recobertas com meio de
cultura JNFb semi-sdlido (controle); T2) sementes recobertas com meio de cultura
JNFb semi-solido + AH; T3) sementes recobertas com meio de cultura JNFb semi-
sélido + bactérias; T4) sementes recobertas com meio de cultura JNFb semi-
sélido + bactérias + AH; T5) sementes recobertas com meio de cultura JNFb
semi-solido (controle) + AH em solugdo; T6) sementes recobertas com meio de
cultura JNFb semi-solido + AH + AH em solugdo; T7) sementes recobertas com
meio de cultura JNFb semi-solido + bactérias + AH em solugdo; T8) sementes
recobertas com meio de cultura JNFb semi-sdlido + AH + bactérias + AH em
solugao.

As sementes recobertas foram semeadas em vasos Leonard, quatro
sementes por vaso, e sete dias apdés a semeadura foi realizado um desbaste,
selecionando duas plantulas por vaso. Os vasos foram mantidos em casa de
vegetacéao e irrigados diariamente com 150 mL de solu¢ao nutritiva desenvolvida

por Furlani e Furlani (1988) com modificagbes. Nos primeiros quatro dias de
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aplicagao as plantas foram irrigadas com solugao 1/3 forga, apds mais quatro dias
com solugao Yz forga, e com solugéo 1 forga até completar 40 dias. Uma parte dos
vasos foi irrigada diariamente com a solugdo nutritiva acrescida de AH (40 mg L™).
Aos 40 dias apds a semeadura as plantas foram coletadas. Foi realizada a
contagem de bactérias nas raizes das plantas, massa fresca e seca da parte
aérea e raiz.

O experimento foi instalado seguindo o delineamento inteiramente
casualizado. A contagem de bactérias foi realizada com 3 repeticbes e as
avaliacbes de massa fresca e seca da parte aérea e raiz avaliadas com 4
repeticbes. Os resultados provenientes das avaliagdes foram submetidos a
analise de variancia e as médias dos tratamentos comparadas pelo Teste de

Duncan a 5% de probabilidade.

3. Experimentos em casa de vegetagao — terra + areia

As avaliagdes foram realizadas em casa de vegetagdao do Centro de
Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias (CCTA) da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) em Campos dos Goytacazes - RJ. Para o
preenchimento dos vasos foram utilizadas amostras do horizonte superficial de
um solo classificado como Latossolo Amarelo Coeso Tipico (Embrapa, 1999). A

analise quimica do solo esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Analise quimica do solo Latossolo Amarelo Coeso Tipico

Analise quimica do Solo

C N pH(H0) P K Ca* Mg AP* T H+Al T SB V m

dag/kg g/kg mg/dm? cmol,/dm3 wm=Ofpmnm

1,00 0,70 5,10 8,2 44 1,25 0,84 0,14 2,37 3,51 5,71 2,20 39 5,9
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Vasos plasticos com capacidade de 5 L foram preenchidos com uma
mistura de solo e areia (1:1). A areia foi misturada ao solo devido ao seu alto teor
de argila. Os tratamentos avaliados foram: T1) sementes recobertas com meio de
cultura JNFb semi-solido (controle); T2) sementes recobertas com meio de cultura
JNFb semi-solido + AH; T3) sementes recobertas com meio de cultura JNFb semi-
sélido + bactérias; T4) sementes recobertas com meio de cultura JNFb semi-
sélido + AH + bactérias.

Foram semeadas quatro sementes por vaso e, sete dias apds a
semeadura, foi realizado um desbaste, mantendo-se duas plantas por vaso. Os
vasos foram mantidos em casa de vegetacdo e irrigados com o uso de um
regador, semanalmente. Aos 40 dias apds a semeadura efetuou-se a coleta das
plantas de todos os tratamentos. A contagem de bactérias nas raizes das plantas,
massa fresca e seca da parte aérea e raiz foram avaliadas.

O experimento foi instalado seguindo o delineamento inteiramente
casualizado. A contagem de bactérias foi realizada com 3 repeticbes e as
avaliagdes de massa fresca e seca da parte aérea e raiz avaliadas com 4
repeticbes. Os resultados provenientes das avaliagdes foram submetidos a
analise de variancia e as médias dos tratamentos comparadas pelo Teste de

Duncan a 5% de probabilidade

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Experimentos em Laboratério

A inoculacéo de bactérias diazotréficas endofiticas (H. seropedicae Z67) e
a adicao de AH em sementes de milho recobertas nao afetaram a germinagéo das
sementes (Tabela 2). Isto indica que o potencial de estimulagdo do crescimento
pelos AH ou pelas bactérias pode ser avaliado em plantulas oriundas de
sementes recobertas com adicdo de AH e inoculacido de bactérias. Ferreira et al.
(2003) inocularam sementes de arroz com as estirpes de Herbaspirillum

seropedicae ZAE 94 e Burkholderia brasilensis M130, utilizando turfa e caldo
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bacteriano, e também nado observaram diminuicdo na germinacdo dessas

sementes.

Tabela 2. Germinagcdo de sementes de milho (var. UENF 506-8) recobertas e
inoculadas com meio de cultura contendo Herbaspirillum seropedicae
Z67 e adicdo de AH

Tratamentos Germinacgao (%)
Controle 93,75 a
Meio + AH 93,75 a
Meio + Bactéria 95,00 a
Meio + AH + Bactéria 96,25 a
CV (%) 8,84

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade.

A adicao de acidos humicos (AH), a inoculagdo de bactérias e o uso
combinado BacAH aumentaram 34, 38 e 26 % a massa fresca das raizes em
relacdo ao controle (Tabela 3). Resultados superiores foram observados por
Marques Junior (2006) em mudas micropropagadas de cana-de-agucar da
variedade NA 5679, plantadas em areia. Observou-se incremento de 238, 91 e
215% nos tratamentos com AH, bactérias e o uso combinado BacAH,
respectivamente. O efeito das substancias humicas sobre o desenvolvimento
vegetal depende do tipo e idade das plantas e da concentragdo das substancias
humicas no meio (Kononova, 1982, citado por Rodda et al., 2006) e, além disso,
se em estado soélido ou em solugdo. A maior parte dos experimentos utilizando AH
como promotores de crescimento é realizada com solugbes de AH, tais como
utilizado por Marques Junior (2006).

O efeito fisioldgico dos AH, ou pelo menos parte dele, esta relacionado a
presenca de estruturas quimicas semelhantes a dos hormdnios vegetais. Por
exemplo, Muscolo et al. (1998) detectaram a presenca de AIA em solugao de AH
por meio de imunoensaios e Canellas et al. (2002), por meio de cromatografia

gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).
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Uma nova proposta para a estrutura e conformagéao quimica para os AH
foi mostrada por Piccolo (2001), que postulou que diferentemente de uma
macromolécula de elevada massa molecular os AH consistem de uma reunido de
varias unidades estruturais de massa relativamente pequena que sao
estabilizadas por interagdes fracas, principalmente, hidrofébicas perto da
neutralidade e por pontes de H* em pH &cido. Esse arranjamento supramolecular
para os AH foi corroborado por Simpson et al. (2002), que utilizando ressonancia
magnética nuclear (RMN) com campo ordenado e difuso, observaram uma
mobilidade diferencial dos AH quando tratados com pequenas concentragbes de
acidos organicos. Assim, em solugéo, os AH podem “liberar” pequenas estruturas
de sua conformagao em resposta a variagbes no meio, tais como, exsudagao das
plantas. Faganha et al. (2002) observaram evidente variagdo na distribuicdo da
massa molecular de uma solu¢do de AH com a presenca de raizes. Por meio da
cromatografia por exclusdo de tamanho em gel em coluna preenchida com
Sephadex, observou-se aumento da presenga de unidades estruturais de menor
massa molecular na solugao de AH em contato por poucas horas com as raizes.

E esperada uma diminuicdo dessa possibilidade de alteracdo da
conformagdo molecular dos AH no estado sdlido, devido ao aumento das forgas
de interacéo e a baixa solubilidade do material humico em agua. Dessa forma, é
possivel que unidades estruturais portadoras de atividade biolégica nao

apresentem a mesma atividade quimica que em solucgao.

Tabela 3. Massa fresca de raiz e parte aérea de plantulas de milho (var. UENF
506-8) oriundas de sementes recobertas com adigdo de bactérias, AH e
0 uso combinado de bactérias e AH

Massa fresca (mg/planta)

Tratamentos
Raiz Parte Aérea
Controle 322,7b 431,4 b
Meio + AH 433,2 a 538,7 a
Meio + Bactéria 446,6 a 606,7 a
Meio + AH + Bact. 406,7 ab 543,1 a
CV (%) 23,35 18,94

Médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade.
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Em relagdo ao acumulo de massa fresca da parte aérea (Tabela 3), pode-
se observar que a adicdo de AH, a inoculacdo de bactérias e o uso combinado
BacAH aumentaram, significativamente, o desenvolvimento da parte aérea em
relacdo ao controle. Esses resultados estdo de acordo com Perin et al. (2003),
que observaram aumentos significativos no acumulo de massa fresca da parte
aerea de plantulas de milho aos seis dias apods a inoculagdo das estipes H.
seropedicae Z67 e Azospirillum brasilense Sp7, inoculadas isoladamente ou
misturadas.

Os resultados da avaliagdo de massa seca da raiz e parte aérea estao
apresentados na Tabela 4. A adicdo de AH, inoculagdo de bactérias e o uso
combinado de BacAH estimularam o aumento da massa seca da raizem 19, 23 e
8%, respectivamente, em relagdo ao controle. A massa seca da parte aérea

aumentou 15, 22 e 11%, respectivamente.

Tabela 4. Massa seca de raiz e parte aérea de plantulas de milho (var. UENF 506-
8) oriundas de sementes recobertas com adi¢cdo de bactérias, AH e o
uso combinado de bactérias e AH

Massa seca (mg/planta)

Tratamentos
Raiz Parte Aérea
Controle 35,7 a 39,3 a
Meio + AH 42,4 a 451 a
Meio + Bactéria 43,8 a 47 .8 a
Meio + AH + Bact. 38,6 a 43,8 a
CV (%) 24,8 20,5

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade.

Observando a Tabela 3 e 4, verifica-se um incremento maior na massa
fresca da parte aérea e raiz em relacdo a massa seca da parte aérea e raiz,
indicando que o estimulo verificado no crescimento das plantas poderia ser
hipoteticamente atribuido a acdo dos acidos humicos e bactérias sobre o

alongamento celular por turgescéncia vacuolar.
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O crescimento radicular, em nivel celular, ocorre através de dois estadios:
o crescimento meristematico e o crescimento vacuolado. No crescimento
meristematico as células se dividem por mitose e iniciam um processo de
aumento de tamanho relativamente lento. Estas células sdo deslocadas para uma
regidao posterior de rapida expanséo, situada entre 4 e 15 ym apds o apice
radicular, denominada zona de alongamento. A célula meristematica recém-
dividida contém muitos vactolos. A medida que os vaclolos aumentam de
volume, estes passam a se fundir num so vacuolo central. (Rodda et al., 2006). O
crescimento vacuolado que ocorre na zona de alongamento é caracterizado por
uma rapida expansao celular sustentada pelo aumento da captacdo de agua
pelos vacuolos (Cosgrove, 1997).

Zandonadi (2006) observou forte estimulo no bombeamento de H* pelas
V-ATPase e H'Pirofosfatase vacuolares induzido por AH isolados de vérias fontes
de matéria organica. O aumento na atividade das bombas vacuolares é
compativel com o maior aumento observado na massa fresca das raizes.

As bombas de H'-ATPases da membrana plasmatica tem um papel
central no crescimento e na expansao celular, que estdo relacionadas com a
teoria do crescimento acido que postula que o aumento da extrusdo de proétons
mediado pelas H*-ATPases induz acdo de enzimas especificas que atuam sobre
a parede celular aumentando sua plasticidade e, consequentemente, permitindo o
alongamento das células (Rayle e Cleland, 1992). O aumento do gradiente de H*
gerado pelas bombas de H* implica na ativagéo dos transportadores secundarios
de ions, promovendo sua entrada na célula e posterior acimulo no vacuolo e
geragcdo da pressao osmoética, que possibilita a entrada de agua (Maurel e
Chrispeels, 2001).

N&o foi observada alteragdo na area radicular (Figura 1). Porém, no
comprimento radicular (Figura 2) os tratamentos com inoculagédo de bactérias e
uso combinado de BacAH mostraram um aumento, significativo, em relagdo ao
controle, indicando uma alteragéao sensivel na morfologia da raiz.

O alongamento do eixo radicular € a medida mais sensivel para avaliar
estresses em plantas em relagéo a avaliagao da area radicular, area foliar, massa
seca da parte aérea, massa seca das raizes e massa seca total (Vasconcelos,
1997).



45

450 - a a a
—_ a
“‘E 400 -
o
& 350 -
=]
Q
S 300
15
o
= 250 -
L
200
Controle Meio + AH Meio + Bactéria Meio+AH+Bact.
Tratamentos

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade.

Figura 1. Area radicular de plantulas de milho (var. UENF 506-8) oriundas de
sementes recobertas com adigdo de bactérias, AH e o uso combinado
de bactérias e AH. CV= 13,08%.
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Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade.

Figura 2. Comprimento radicular de plantulas de milho (var. UENF 506-8)
oriundas de sementes recobertas com adicdo de bactérias, AH e o
uso combinado de bactérias e AH. CV= 26,59%.
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Os mecanismos responsaveis por esta estimulagdo no crescimento
vegetal ainda ndo sdo bem esclarecidos. A presenca de N e de outros nutrientes
nas cinzas dos AH é muito baixa (produzindo uma concentragao aproximada de
N=9,4 x 107 mol L™!, Si = 1,92 x 10° mol L', Fe = 7,32 x 10°® mol L, Al = 4,67 x
107 mol L', Zn = 2,8 x 10® mol L e de Cu = 7,7 x 10° mol L™), desta forma,
efeitos nutricionais diretos nao justificam totalmente o incremento no crescimento
radicular (Marques Junior et al., 2007). O crescimento radicular pode estar
relacionado aos efeitos estimulantes dos AH resultantes do aumento na atividade
das bombas de H® que parece favorecer a inducdo da emissdo de pélos
radiculares, de raizes laterais finas como afirma Canellas et al. (2005).

As bactérias diazotroficas endofiticas também atuam sobre o
desenvolvimento radicular. Olivares et al. (2002) constataram um aumento na
atividade das H'-ATPases isoladas da membrana plasmatica provenientes de
raizes infectadas por bactérias diazotréficas endofiticas. Os autores verificaram
alteracao significativa na arquitetura radicular de mudas micropropagadas de
cana-de-agucar (cv. RB72454) inoculadas com bactérias diazotréficas endofiticas.
Ferreira (2002) também observou estimulo da atividade das H'-ATPases e
aumento do crescimento das plantas de cana-de-agucar (cv. RB72454)
inoculadas com a bactéria H. seropedicae estirpe HRC54.

Observando a Tabela 5, verifica-se que o numero de raizes emergidas
(NRE) foi inferior nos tratamentos com a adicdo de AH, bactérias e o uso
combinado BacAH em relacdo ao controle. Possivelmente, na idade em que as
plantas foram avaliadas (7 dias) a adicdo dos AH e a inoculagdo de bactérias
diazotroficas endofiticas ainda nao havia estimulado o NRE.

Segundo Canellas et al. (2002), a acdo dos AH pode variar conforme a
idade da planta avaliada. Os autores verificaram o numero de sitios de mitose em
plantulas de milho tratadas com acidos humicos isolados de vermicomposto,
durante sete dias. Do primeiro ao terceiro dia, o0 numero de sitios de mitose nao
foi estatisticamente superior ao controle, os maiores valores foram encontrados
entre o terceiro e o quarto dia de exposi¢ao das raizes as substancias humicas.

A idade da planta também pode influenciar a acdo das bactérias
diazotréficas endofiticas. Olivares et al. (2002) avaliaram plantas de cana-de-
agucar inoculadas a 10, 20, 40 e 60 dias com Herbaspirillum seropedicae HRC54

e Gluconacetobacter diazotrophicus PAL 5. Os resultados indicaram que durante
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as fases iniciais do processo da colonizacdo das bactérias, ambas as estirpes
estimularam a atividade das bombas de H*-ATPase, causando mudancas na

morfologia das raizes.

Tabela 5. Numero de raizes emergidas (NRE) e numero de sitios de mitose
(NSM) de pléantulas de milho (var. UENF 506-8) oriundas de sementes
recobertas com adicdo de bactérias, AH e o0 uso combinado de
bactérias e AH

Tratamentos NRE NSM
Controle 182 a 50,0 ab
Meio + AH 126 b 79,0 a
Meio + Bactéria 129 b 36,5b
Meio + AH + Bact. 110 b 58,0 ab
CV (%) 15,62 41,78

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade.

A adicdo de AH e o uso combinado de BacAH estimularam o aumento do
NSM em 58 e 16%, respectivamente. Segundo Marques Junior (2006), os AH
promovem aumento da atividade das bombas de H' nas raizes e, como
consequéncia, aumento do numero de sitios de mitose.

A contagem do numero de bactérias diazotréficas, pelo numero mais
provavel (NMP), revelou um aumento, significativo, no numero de bactérias nos
tratamentos com adigédo de bactérias, AH e uso combinado BacAH em relagao ao
controle. Foi observado previamente que os AH néao interferem negativamente no
crescimento de microrganismos endofiticos e em determinadas concentragdes
podem estimular o crescimento bacteriano. Além disso, foi observado que as
bactérias nao utilizam os AH como fonte de carbono, mas podem utiliza-lo como
fonte de N (Marques Junior, 2006), embora a atividade da nitrogenase nao seja
afetada. Em solucéo foi observado forte estimulo na colonizagcdo das bactérias
diazotréficas, mesmo em plantas nao inoculadas, representando uma agao sobre
a populagao da microbiota nativa (Marques Junior, 2006). O recobrimento com AH

provocou um estimulo semelhante.
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Como mostra a Figura 3 o recobrimento com bactérias foi eficiente em

proporcionar aumento no numero de células bacterianas nas raizes.

Log do n° células/g de massa fresca

Controle Meio + AH Meio + Bactéria Meio+AH+Bact.

Tratamentos

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade.

Figura 3. Contagem do numero de bactérias diazotréficas (expresso em log do
numero de células por grama de tecido fresco) em raizes de plantulas
de milho (var. UENF 506-8) recobertas com adi¢ao de bactérias, AH e o
uso combinado de bactérias e AH. CV= 6,46%.

O recobrimento de sementes consistiu numa técnica eficiente para
aumentar o numero de microrganismos fixadores de N em plantulas de milho.
Provavelmente, o efeito do recobrimento com AH de maneira isolada estimulou a
populagdo nativa. Esses resultados revelam uma técnica promissora para o

desenvolvimento de inoculantes para bactérias diazotréficas endofiticas.

2. Experimentos em casa de vegetagao — areia

As plantas irrigadas com AH e oriundas de sementes recobertas com
adicdo de bactérias e AH (meio+bact.+AH+AH irrig.) apresentaram aumento de
30, 27, 19 e 25% nas avaliagdes de massa fresca da parte aérea e raiz, massa

seca da parte aérea e raiz, respectivamente (Tabela 6), em relagdo ao controle.
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Para a estimulagao das plantas foi necessaria a concentragdo de AH suprida pelo
recobrimento e pela irrigagdo e a inoculagdo das bactérias diazotréficas
endofiticas. O efeito dos AH sobre o desenvolvimento vegetal depende da
concentragao de AH no meio, o que esta de acordo com Rodda et al. (2006).
Observou-se também um incremento maior na massa fresca da parte aérea e raiz
em relacdo a massa seca da parte aérea e raiz indicando que o estimulo
verificado no crescimento das plantas poderia ser atribuido a acdo dos acidos
humicos e bactérias diazotréficas endofiticas sobre o alongamento celular por
turgescéncia vacuolar.

Na contagem do numero de bactérias diazotroficas pelo numero mais
provavel (NMP) (Figura 4), observa-se que todos os tratamentos foram,
estatisticamente, superiores ao controle nao irrigado com AH, mostrando que a
inoculagdo das bactérias pelo recobrimento de sementes foi eficiente, e a
presenca dos AH néo interferiram negativamente no crescimento das bactérias e

estimularam a populacédo da microbiota nativa.

Tabela 6. Massa fresca da parte aérea (MFPA), massa fresca radicular (MFR),
massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca radicular (MSR) de
plantulas de milho (var. UENF 506-8), crescidas em vasos Leonard,
oriundas de sementes recobertas com adicado de bactérias, AH e o uso
combinado de bactérias e AH

Tratamentos MFPA(g) MFR(g) MSPA(g) MSR(g)
Controle 27,49ab 20,31 ab 3,08 a 1,50 ab
Meio + AH 24,80 b 19,78 ab 2,86 a 1,64 ab
Meio + Bact. 26,53 b 20,46 ab 2,97 a 1,52 ab
Meio + Bact.+ AH 25,89 b 20,52 ab 2,96 a 1,43 ab
Controle + AH irrig. 25,81b 19,65 ab 2,89 a 1,46 ab
Meio + AH + AH irrig. 26,15 b 14,15b 2,89 a 1,21b
Meio + Bact.+ AH irrig. 25,40 b 17,26 ab 2,80 a 1,32 ab
Meio + Bact.+ AH+ AH irrig. 35,68 a 25,81 a 3,66 a 1,88 a

CV (%) 20,99 29,8 19,57 26,67

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade.
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O tratamento M+AH+AHirrig., apesar de receber adicao de AH através do
recobrimento de sementes e irrigacdo e apresentar colonizacdo de bactérias
diazotroéficas (Figura 4), ndo estimulou o crescimento das plantas (Tabela 6) em
relagdo ao controle. Neste tratamento ndo houve inoculagdo de bactérias atraves
do recobrimento de sementes, provavelmente, essas bactérias inoculadas nestas
plantas sédo provenientes da contaminagdo natural por bactérias diazotréficas
presentes na propria semente, na agua ou no ambiente. Estas, possivelmente,
nao promovem efeito na estimulagcdo das plantas como a estirpe de bactéria
selecionada inoculada ou podem estar funcionando como dreno de

fotoassimilados devido a populagdo elevada das mesmas.
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Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade.

Figura 4. 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 recobertas com adi¢ao bactérias, AH e o0 uso combinado de
bactérias e AH. CV=8,94.

O estimulo na colonizagdo observado em plantulas de milho foi mantido

no ensaio em areia. Os dados sdo consistentes, indicando a técnica de
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recobrimento bastante promissora como meio de inoculagdo das bactérias

endofiticas diazotroficas (Herbaspirillum seropedicae Z67).

3. Experimentos em casa de vegetagao — terra + areia

As avaliagdes mostraram que a inoculacdo das bactérias isoladamente
aumentou em 15, 57, 19 e 72% a massa fresca da parte aérea e radicular, massa
seca da parte aérea e radicular, respectivamente, em relagdo ao controle (Tabela
7). Esses resultados estdo de acordo com Guimardes et al. (2003), que
observaram aumento de até 111% na massa seca das plantas inoculadas com as
estirpes ZAE72, ZAE94 e ZAL152 (H. seropedicae), da variedade de arroz
Guarani crescidas durante 40 dias em vasos com solo em casa de vegetacao.

A adicdo de AH no recobrimento n&do aumentou o crescimento das plantas
em relagao ao controle (Tabela 7). Simpson et al. (2006), com ajuda da técnica de
RMN, indicaram que os componentes da matéria organica que contém grupos
polares, cadeias e anéis hidrofébicos sdo adsorvidos pela superficie da argila.
Assim, é possivel que os AH tenham sido adsorvidos e a concentracdo de AH
ativa quimicamente diminuiu e com isso houve diminuicdo da estimulacdo do
crescimento das plantas no substrato terra + areia, ja que o efeito no
desenvolvimento das plantas dependente da concentragcdo dos AH disponiveis
(Rodda et al., 2006).
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Tabela 7. Massa fresca da parte aérea (MFPA), massa fresca radicular (MFR),
massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca radicular (MSR) de
plantulas de milho (var. UENF 506-8), crescidas em vasos com solo,
oriundas de sementes recobertas com adicao de bactérias, AH e o uso
combinado de bactérias e AH

Tratamentos MFPA (g) MFR (g) MSPA (9) MSR (9)

Controle 7,15 a 13,59 a 0,79 a 1,04 ab
Meio + AH 6,28 a 15,08 a 0,75 a 1,32 ab
Meio + Bact. 8,26 a 21,35 a 0,94 a 1,79 a
Meio + Bact.+ AH 6,63 a 12,80 a 0,75 a 0,93 b
CV (%) 28,51 36,42 29,50 40,30

Médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade.

Pela analise da populagéao de bactérias presentes nos tecidos das plantas
pode-se observar que o recobrimento foi eficiente como meio de inoculacido das
bactérias, houve um aumento de 57 e 64 % nos tratamentos Meio + Bactéria e
Meio + Bactéria + AH, em relagcéo ao controle (Figura 5).

Em solo + areia, o efeito dos AH sobre a populagdo nativa nao foi
observado. Além disso, o uso combinado BacAH ndo aumentou a inoculacido de
bactérias inoculadas (Herbaspirillum seropedicae) em relagéo ao tratamento Meio

+ Bact.
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Médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade.

Figura 5. Contagem do numero de bactérias diazotréficas (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 com solo, oriundas de
sementes recobertas com adi¢gao de bactérias, AH e 0 uso combinado
de bactérias e AH. CV=49,57.

RESUMO E CONCLUSOES

Neste trabalho teve-se por objetivo avaliar o efeito do recobrimento de
sementes de milho UENF 506-8 com acidos humicos (AH), bactérias diazotréficas
endofiticas e uso em conjunto de AH e bactérias diazotroficas endofiticas na
estimulagao do crescimento vegetal. O estudo foi conduzido em laboratério e casa
de vegetacdo, ambos pertencentes ao Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias (CCTA) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF) em Campos dos Goytacazes — RJ.

Em Laboratério, a adicdo de AH, bactéria e o uso em conjunto de
bactérias e AH estimularam o crescimento vegetal. A inoculagédo das bactérias
pelo recobrimento de sementes foi eficiente, revelando uma técnica promissora e

de baixo custo. Os AH estimularam a colonizagdo da microbiota nativa.
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Em vasos Leonard, preenchidos com areia, foi observado que o uso
combinado de bactérias e AH + AH irrigado estimulou o crescimento vegetal.

Na mistura terra + areia, a inoculacdo das bactérias isoladamente
estimulou o crescimento das plantas. O uso em conjunto de bactérias e AH nao
estimulou o crescimento das plantas.

Os dados das avaliagbes em laboratério e casa de vegetacdo mostram
que, para a utilizagado do recobrimento de sementes para adicdo dos AH, serao
necessarias avaliagdbes com diferentes concentracbes de AH adicionadas ao
recobrimento.

O recobrimento de sementes mostrou-se como uma nova opgado de
inoculagcdo de bactérias diazotroficas endofiticas da espécie Herbaspirillum
seropedicae (Z67), garantindo a sobrevivéncia dessas bactérias até a emissao

das raizes pelas plantas.
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SEMENTES DE MILHO RECOBERTAS: GERMINAGAO, VIGOR E
VIABILIDADE DO INOCULO DURANTE O ARMAZENAMENTO

RESUMO

Considerando que o recobrimento de sementes de milho € uma técnica eficiente
para inoculagado de bactérias da espécie Herbaspirillum seropedicae estirpe Z67,
torna-se necessario avaliar o comportamento das sementes recobertas e das
bactérias inoculadas no recobrimento ao longo do tempo. Este trabalho foi
desenvolvido objetivando-se avaliar o periodo de sobrevivéncia das células
bacterianas no recobrimento, a qualidade fisiologica das sementes recobertas
armazenadas e o efeito da presenga dos acidos humicos (AH) na sobrevivéncia
das bactérias no recobrimento das sementes. Utilizou-se neste estudo a estirpe H.
seropedicae Z67 BR 11175, isolada de arroz, proveniente da colecao de bactérias
diazotréficas da Embrapa Agrobiologia, municipio de Seropédica, RJ. O
recobrimento das sementes de milho UENF 506-8 foi realizado com a mistura de
70% (p/p) de calcario, 10% (p/p) de meio de cultura semi-soélido JNFb e 20% (p/p)
de agua destilada. Foi adicionado a essa mistura 2 % (p/p) de cimentante. As
sementes foram acondicionadas durante trés meses, em sacos de papel
multifoliado e armazenadas em dois ambientes: ambiente de laboratério, no qual
a temperatura e umidade relativa (UR) foram monitoradas com o uso de
termohigrografo, e incubadora BOD a 20 °C e 70 + 5 % UR. A cada 30 dias de

armazenamento foram efetuadas determinagbes do teor de agua, contagem de
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bactérias e avaliagdes da qualidade fisioldgica das sementes. O recobrimento das
sementes nao alterou a perda da qualidade fisiolégica das sementes em relagao
as sementes nuas durante o armazenamento. Dentre as condi¢bes de
armazenamento estudadas, a mais adequada para a manutencdo da qualidade
fisiolégica das sementes foi o ambiente de laboratério. Nos tratamentos onde foi
realizada a inoculagao de bactérias pelo recobrimento de sementes foi detectado
a presenca das células bacterianas nas raizes das plantulas oriundas de
sementes armazenadas por até 60 dias. A presenca dos AH nao alterou a

sobrevivéncia das células bacterianas no recobrimento das sementes.

ABSTRACT

Considering that the corn seed covered is an efficient technique in the inoculation
of bacteria of the species Herbaspirillum seropedicae (Z67), it is necessary to
evaluate the behavior of the covered seeds and of the bacteria inoculated in the
covering along the time. This work was developed with the objective of evaluating
the period of survival of the bacterial cells in the covering, the physiologic quality of
the seeds covered stored and the effect of the presence of humic acids (HA) in the
survival of the bacteria in the covering of the seeds. It was used in this study the
lineage H. seropedicae Z67 BR 11175, isolated of rice, originating from the
collection of bacteria of Embrapa. The covering of the corn seeds UENF 506-8
was executed with the mixture of 70% (w/w) of lime, 10% (w/w) of middle of semi-
solid culture JNFb and 20% (w/w) of water. The was added that mixture 2% (w/w)
of cement. The seeds were conditioned, for three months, in paper bags and
stored in two atmospheres: laboratory, and BOD 20°C and 70 + 5%. Every 30
days of storage determinations of the water content, counting of bacteria and
evaluations of the physiologic quality of the seeds were made. The covering seeds
did not modify the loss of physiological quality of the seeds in relation to the seeds
not covered during the storage. Among the storage conditions studied, the most
appropriate for the maintenance of the physiologic quality of the seeds was the
laboratory. In the treatments where the inoculation of bacteria was accomplished

by the covering seeds the presence of the bacterial cells it was detected in the
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roots of the plants originating from of seeds stored for up to 60 days. The

presence of HA didn't alter the survival of the bacterial cells in the covering seeds.

INTRODUGAO

O aumento do custo dos adubos nitrogenados e a preocupagao cada vez
maior, no exterior e no Brasil, com possiveis efeitos negativos do excesso de
nitrato nos mananciais sao fatores que devem ser levados em consideracao para
o incentivo ao estudo do processo natural de fixagao bioldgica do nitrogénio (FBN)
(Cantarella e Duarte, 2004). Esse processo é realizado por microrganismos
chamados de diazotréficos (bactérias e cianobactérias fixadoras de nitrogénio).

Para que a fixagao bioldgica seja explorada em seu maximo potencial, é
necessario que estirpes eficientes estabelecam-se nas raizes das plantas.
Quando a populagdo microbiana no solo ndo € grande ou as estirpes ndo sao
eficientes, torna-se necessario recorrer a métodos artificiais de introdugdao de
estirpes selecionadas. A pratica de inoculagdo € muito divulgada e adotada,
principalmente em leguminosas (Coelho, 2001).

Para a inoculagao do rizébio em leguminosas até o momento da simbiose,
o material de inoculacdo que tem demonstrado ser o mais apropriado é a turfa.
Para a protecdo do inoculante as sementes sdo recobertas com materiais como
fosfatos de rocha e carbonato de calcio, contribuindo para um micro-ambiente
favoravel a sobrevivéncia da bactéria (Giménez-Sampaio e Sampaio, 1994).

Em poaceas, os microrganismos diazotréficos endofiticos mais
conhecidos e que se estabelecem nos tecidos das raizes e partes aéreas das
plantas sdo Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae, H.
rubrisubalbicans, Azoarcus e Burkholderia sp., dentre outras espécies
bacterianas. Tais enddfitos apresentam grande potencial na FBN devido a sua
habilidade em colonizar a planta como um todo e estabelecer-se dentro de nichos
protegidos do oxigénio ou de outros fatores, podendo expressar seu grande
potencial para fixacdo de nitrogénio em grau maximo (Kennedy et al., 1997).

A eficiéncia da producao de inoculantes para poaceas, assim como em

leguminosas, depende, entre outros fatores, da manutengdo do niumero minimo
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de células viaveis da bactéria no inoculante desde a sua fabricagcéo até o uso pelo
agricultor (Ferreira et al., 2003).

Ferreira et al. (2003) avaliaram trés tipos de inoculantes para bactérias
diazotroficas endofiticas: turfa, inoculante oleoso e caldo bacteriano. Os autores
observaram que o recobrimento com turfa foi o mais eficiente na inoculagao das
bactérias. O inoculante oleoso dificultou a germinagdo das sementes e o caldo
bacteriano manteve por pouco tempo a sobrevivéncia das células bacterianas.

O recobrimento de sementes poderia ser uma forma de inoculacao das
bactérias diazotroficas endofiticas em poaceas, mas para isso sdo necessarias
novas pesquisas avaliando o periodo de sobrevivéncia das células bacterianas no
recobrimento e a qualidade fisiologica das sementes recobertas ao longo do
tempo.

Apesar do acentuado incremento no uso de sementes recobertas
verificado nos ultimos anos, sdo poucas as informacoes que tém sido publicadas
sobre a resposta destas sementes durante o periodo de armazenamento
(Mendonga, 2003; Oliveira et al., 2003a). Entretanto, acredita-se que os principios
fundamentais para a correta conservagao das sementes recobertas sdo os
mesmos reconhecidos para as sementes nuas (Duffus e Slaugther, 1980, citado
por Costa et al., 2001).

Segundo Marcos Filho (2005), a longevidade das sementes é variavel
com o gendtipo, mas o periodo de manutencéo do potencial fisiologico depende,
em grande parte, do teor de agua e das condigbes do ambiente de
armazenamento.

A umidade relativa (UR) do ar tem estreita relagdo com o teor de agua da
semente, que, por sua vez, governa a ocorréncia dos diferentes processos
metabdlicos que ela pode sofrer, ao passo que a temperatura influencia a
velocidade dos processos bioquimicos e interfere, indiretamente, sobre o teor de
agua das sementes (Carvalho e Nakagawa, 2000). Desta forma, as melhores
condicbes para manutencdo da qualidade de sementes ortodoxas sdo aquelas
que mantém o embrido em sua mais baixa atividade metabdlica, em geral, em
condigdes de baixa umidade relativa do ar e baixa temperatura (Carvalho e
Nakagawa, 2000).

A presenga de acidos humicos (AH) no recobrimento possivelmente pode

aumentar a eficiéncia da infecgdo das bactérias nas plantas. Segundo Marques
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Junior (2006), os AH estimulam o aumento de raizes laterais e sitios mitéticos,
aumentando os pontos de infec¢ao para as bactérias diazotroficas endofiticas.

Assim, objetivou-se nesse estudo avaliar o periodo de sobrevivéncia das
células bacterianas no recobrimento, a qualidade fisiologica das sementes
recobertas armazenadas e o efeito da presenca dos AH na sobrevivéncia das
bactérias no recobrimento das sementes.

MATERIAL E METODOS

As avaliagdes foram realizadas no Laboratério de Fitotecnia no Setor de
Producdo e Tecnologia de Sementes pertencente ao Centro de Ciéncias e
Tecnologias Agropecuarias (CCTA) da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) em Campos dos Goytacazes - RJ.

Utilizou-se neste estudo a estirpe H. seropedicae Z67 Br 11175, isolada
obtida de raizes de arroz superficialmente desinfestadas (Baldani et al.,1986),
proveniente da colecdo de bactérias diazotréficas da Embrapa Agrobiologia,
municipio de Seropédica, RJ.

Para preparagao do inéculo para o recobrimento, uma colénia do isolado
da estirpe foi inoculada em meio DYG’s (Rodrigues Neto et al.,, 1986),
permanecendo sob agitagdo a 150 rpm por 24h a 30 °C. Uma aliquota de 30 pL
da cultura crescida foi transferida para frascos de vidro (volume 12 mL) contendo
5 mL de meio JNFb semi-sdlido (Baldani et al., 1992). Os frascos foram incubados
para o crescimento e formacao da pelicula por 72h a 30 °C. Em parte dos frascos
de vidro houve adicdo de AH isolado de vermicomposto, na concentragcao de 40
mg L, cedido pelo Laboratério de Solos do CCTA/UENF, Campos dos
Goytacazes — RJ.

O recobrimento das sementes de milho UENF 506-8 foi realizado com a
mistura de 70% (p/p) de calcario, 10% (p/p) de meio de cultura semi-sélido JNFb
e 20% (p/p) de agua destilada. Foi adicionado a essa mistura 2 % de agente
cimentante (p/p).

As sementes foram recobertas uma a uma com auxilio de uma pinga e,

em seguida, postas a secar ao ar livre, durante um periodo de 24 horas, sobre um
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recipiente polvilhado com calcario a fim de evitar que as sementes ficassem
aderidas ao fundo do recipiente.

Os tratamentos avaliados foram: T1= sementes nuas (controle); T2=
sementes recobertas com adicdo de meio de cultura JNFb semi-sdlido; T3=
sementes recobertas com meio de cultura JNFb semi-sélido + AH; T4= sementes
recobertas com meio de cultura JNFb semi-sélido + bactérias e T5= sementes
recobertas com meio de cultura JNFb semi-sélido + bactérias + AH.

As sementes foram acondicionadas durante trés meses em sacos de
papel multifoliado e armazenadas em dois ambientes: ambiente de laboratério, no
qual a temperatura e umidade relativa (UR) foram monitoradas a cada trés dias
com termohigrografo, e incubadora BOD a 20°C e 70 £ 5 % UR.

A cada 30 dias de armazenamento foram efetuadas determinagdes do
teor de agua, contagem de bactérias e avaliagdes da qualidade fisiologica das
sementes pelo teste de germinacgéo (TG), primeira contagem do TG e teste de frio
sem solo.

O teor de agua das sementes expresso em base umida foi determinado
segundo as prescrigdes das Regras de Analise de Sementes (Brasil, 1992), pelo
método de estufa a 105 + 3 °C, durante 24 horas, utilizando-se duas amostras de
quatro a cinco gramas de sementes para cada tratamento.

O teste de germinacdo (TG) foi realizado de acordo com as
recomendagdes contidas nas Regras para Anadlises de Sementes (Brasil, 1992),
com modificagdes, sendo utilizado quatro repeticbes de 25 sementes para cada
tratamento.

A primeira contagem do TG foi realizada conforme metodologia prescrita
para o TG, sendo o resultado expresso pela porcentagem das plantulas normais
avaliadas no quarto dia apds o inicio do teste.

Para execucdo do teste de frio sem solo, quatro repeticbes de 25
sementes de cada tratamento foram distribuidas em papel germiteste umedecido
com uma quantidade de agua destilada equivalente a 2,5 vezes o peso do papel.
Apods a semeadura os rolos foram colocados no interior de sacos plasticos e estes
foram mantidos em incubadora BOD regulada a 10 °C, durante sete dias. Apos
esse periodo, os rolos no interior dos sacos plasticos foram transferidos para um

germinador regulado a temperatura alternada de 20-30 °C, onde permaneceram
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por mais sete dias. A avaliagdo da germinacao foi realizada de acordo com as
recomendacdes contidas nas Regras para Analise de Sementes (Brasil, 1992).

A contagem de bactérias presentes no tecido radicular foi realizada pela
técnica do Numero Mais Provavel (NMP). As plantulas utilizadas para a contagem
de bactérias foram obtidas na avaliagdo do teste de germinagdo. O numero de
bactérias na raiz foi determinado tomando-se amostras de 1g de raizes por
repeticdo. Cada tratamento constou de trés repeticdbes. As amostras foram
trituradas em 9 mL de solugao salina, diluidas seriadamente até 107 e inoculadas
em meio JNFb semi-solido com adigdo de acido nalidixico (10 mg/L), utilizando-se
trés repeticdes por diluicdo. Os frascos foram incubados a 30 °C por sete dias,
decorrido este periodo foi realizada a avaliagdo do crescimento pela presenca de
uma pelicula branca na superficie do meio. O numero de bactérias foi obtido pela
consulta a tabela de McCrady para trés repeticoes por diluicdo e os valores
obtidos sofreram transformacgao logaritmica.

O experimento foi instalado seguindo o delineamento inteiramente
casualizado. Utilizou-se um esquema fatorial 5 X 2 X 4, correspondente a cinco
tratamentos (sementes nuas; sementes recobertas com adigcdo de meio de cultura
JNFb semi-sélido; sementes recobertas com meio de cultura JNFb semi-sdlido +
AH; sementes recobertas com meio de cultura JNFb semi-solido + bactérias e
sementes recobertas com meio de cultura JNFb semi-sdlido + bactérias + AH),
dois ambientes de armazenamento (incubadora BOD e laboratério) e quatro
periodos de armazenamento (0, 30, 60, 90 dias). Os dados foram submetidos a
analise de variancia (F a 5% de probabilidade). Os graus de liberdade dos fatores
isolados, assim como da interagao entre os fatores foram desdobrados via teste
de comparagcdo de médias (fatores qualitativos) e analise de regressao (fatores
quantitativos).

Os resultados da contagem de bactérias pela técnica do NMP para os
tratamentos sementes nuas, meio e meio + AH foram apresentados através das
médias obtidas durante o armazenamento das sementes, pois nenhum modelo de

regressao descreveu o comportamento dos dados.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A temperatura e a UR foram monitoradas a cada trés dias, mas nas
figuras 1 e 2 encontram-se as temperaturas e UR do ar (média, maxima e
minima) do ambiente de laboratério durante o armazenamento obtidas da média
de cada 5 avaliagdes (15 dias).

A temperatura média no periodo de armazenamento foi de 26,4 °C, com
temperatura média maxima de 27,2 °C e temperatura média minima de 25,2 °C.
Observa-se que a temperatura do laboratério foi, durante todo o periodo de
armazenamento, superior a temperatura da incubadora BOD (20 °C).

A UR média do ar no laboratdrio foi de 61,5%, com UR média maxima de
65,7 % e UR média minima de 54,1 %. A umidade relativa do ar média no
laboratorio foi inferior a UR da incubadora BOD (70 + 5 %).

o
e
2
o
[}
Q
g 10 —e— Maxima —a— Minima —a— Média
'—
15 30 45 60 75 90

Periodo de Armazenamento (Dias)

Figura 1. Variacdo das temperaturas maxima, minima e média em laboratorio
durante o armazenamento das sementes de milho UENF 506-8.
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Figura 2. Variagdo das umidades relativa maxima, minima e média no laboratério
durante o armazenamento das sementes de milho UENF 506-8.

As médias do teor de agua das sementes, determinadas ao 0, 30, 60 e 90
dias de armazenamento, para cada tratamento, sdo apresentadas na Tabela 1.

Durante o armazenamento foi possivel verificar que as sementes
armazenadas em laboratério, inclusive o controle, mostraram-se com valores de
teor de agua mais baixos em relacdo as sementes armazenadas em incubadora
BOD, indicando que as embalagens permitiram trocas de umidade com o meio e
com isso a UR mais baixa e a maior temperatura no laboratério aumentaram a

perda de agua das sementes.
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Tabela 1. Teor de 4gua (base umida) em porcentagem, determinado durante o
armazenamento de sementes de milho (UENF 506-8) nuas e
recobertas

_ Periodo de Armazenamento (Dias)’
Ambiente Tratamentos

0 30 60 90

Sementes Nuas (Controle) 11,12 11,95 12,40 12,34

Meio 14,29 8,85 7,66 8,27
Incubadora
BOD Meio + AH 12,61 7,53 8,70 8,54
Meio + Bactérias 16,20 7,38 9,23 7,99
Meio + AH + Bactérias 16,35 8,44 7,53 7,88

Sementes Nuas (Controle) 11,12 10,04 10,39 8,95

Meio 14,29 7,04 7,27 6,39
Laboratério  \eio + AH 12,61 7,23 8,92 5,65
Meio + Bactérias 16,20 6,00 7,77 6,06
Meio + AH + Bactérias 16,35 6,16 6,70 4,82

No inicio do armazenamento (tempo 0) as sementes recobertas
continham maior teor de agua do que as nuas, devido ao maior teor de agua
presente no material de recobrimento. Na mistura do recobrimento é adicionado
agua e com isso ha um aumento do teor de agua nas sementes recobertas logo
ap6és o recobrimento. No entanto, durante o armazenamento, as sementes
recobertas mostraram valores de teor de agua consideravelmente mais baixos do
que os verificados para sementes nuas, indicando que a agua presente no
recobrimento das sementes é perdida mais rapidamente do que a agua das
sementes, diminuindo o teor de agua das sementes recobertas.

Para comprovar que o baixo teor de agua nas sementes recobertas é
devido a perda de agua pelo recobrimento, foi avaliado o teor de agua das
sementes nuas, sementes recobertas, sementes descobertas (o0 material do
recobrimento foi retirado) e do recobrimento, todos armazenados por 90 dias. Os

resultados encontram-se na Tabela 2.
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Tabela 2. Teor de agua (base umida) em porcentagem das sementes nuas,
recobertas, descobertas e do recobrimento armazenados a 90 dias

Tratamentos Teor de agua (%)
Sementes nuas 9,95
Sementes recobertas 6,03
Sementes descobertas 9,93
recobrimento 0,47

Os dados mostraram que as sementes descobertas possuem um teor de
agua igual ao das sementes nuas, enquanto as sementes recobertas mostram um
valor inferior. O recobrimento mostrou um teor de agua extremamente baixo,
sendo ele o componente responsavel pelo menor teor de agua das sementes
recobertas. Portanto, pode-se considerar que o calcario forma um recobrimento
com baixa retengdo de umidade como também foi observado por Silva e
Nakagawa (1998).

Observando os dados da primeira contagem do TG (Tabela 3), constatou-
se efeito significativo do ambiente de armazenamento, sendo os valores obtidos
para as sementes armazenadas no laboratério superiores aos das sementes
armazenadas em incubadora BOD. Possivelmente, a maior umidade relativa no
interior da incubadora BOD causou maior deterioracdo das sementes sendo este
ambiente menos eficiente na manutengao do vigor das sementes avaliado pela
primeira contagem do TG.

Resultados similares foram observados por Cisneiros et al. (2003) em
sementes de aragazeiro armazenadas em laboratério (70 a 74,8 %UR) e freezer
(90 %UR). Foi observado que as sementes armazenadas em laboratério
mostraram melhores resultados na primeira contagem do TG e indice de
velocidade de germinagao.

A alta umidade relativa no interior da incubadora BOD e a embalagem
permeavel onde estavam acondicionadas as sementes provocaram maior

deterioragdo das sementes como relatam Freitas et al. (1992).
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Tabela 3. Primeira contagem do teste germinagdo de sementes de milho UENF
506-6 em fungao do ambiente de armazenamento

Ambiente Primeira contagem do teste de germinagao
Laboratorio 83,84 a
Incubadora BOD 80,74 b

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Os resultados da Figura 3 mostram que a germinagao das sementes nuas
foi mais lenta quando comparadas as sementes recobertas. Possivelmente, o
recobrimento das sementes, ao ser umedecido, dissolveu facilmente e ndo formou
uma barreira fisica a germinagao das sementes, além disso, o pH menos acido
em torno das sementes recobertas, devido a presenca do calcario, pode ter
beneficiado a germinagdo mais rapida das mesmas.

Esses dados discordam de Oliveira et al. (2003 a e b) e Giménez-
Sampaio e Sampaio (1994), os quais relatam que sementes recobertas demoram
mais tempo para germinar do que as sementes nuas.

A adi¢ao das bactérias e dos AH néo influenciou a qualidade fisiologica
das sementes em relagédo ao tratamento com recobrimento somente com meio de

cultura (Figura 3).
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— — Sementes nuas (controle) Y= 80,27 — 1,28 x + 0,0129 x2 R2= 0,80
Meio Y= 95,97 - 0,32 x + 0,002 x2 R2=0,83

—a— Meio + AH Y= 93,60 — 0,28 x + 0,0016 x2 R2= 0,96

—=a— Meio + Bactérias Y= 96,97 — 0,42 x + 0,0029 x2 R2= 0,99
—*—Meio + AH + Bactéiras Y= 95,92 — 0,50 x + 0,0043 x2 R2=0,84

Figura 3. Primeira contagem do teste germinacdo de sementes de milho UENF
506-6 nuas, recobertas com meio, meio + AH, meio + bactérias e meio
+ AH + bactérias durante armazenamento.

Como observado para a primeira contagem do TG, o ambiente de
laboratério também proporcionou resultados superiores a incubadora BOD para o
teste de germinacgao (Tabela 4).

Segundo Andrade e Pereira (1997), o armazenamento de sementes sob
temperaturas mais baixas é benéfico para muitas espécies, algumas vezes

essencial, mas é prejudicial a outras.

Tabela 4. Germinagao de sementes de milho UENF 506-6 em fungcdo do ambiente
e periodo de armazenamento

Ambiente Primeira contagem do teste de germinagao
Laboratorio 98,0 a
Incubadora BOD 96,3 b

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Observou-se que houve redugdo significativa na germinagcdo das
sementes durante o armazenamento (Figura 4). Para o teste de germinagéo nao

houve diferenga significativa entre os tratamentos pela analise do teste F a 5% de
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probabilidade. Assim, na figura 4 foi apresentada somente uma curva para todos
os tratamentos. O decréscimo de vigor verificado nas sementes nuas e recobertas
pode ser atribuido ao processo natural de deterioragcao inevitavel das sementes
Esses resultados estdo de acordo com Oliveira et al. (2003a), os quais
também verificaram redugao da qualidade das sementes nuas e recobertas de
pimentdo ao longo do armazenamento quando estas foram armazenadas em

embalagem permeavel.

y= 98,97 + 0,049 x - 0,0013 x2

100 R2= 0,96

98 -

96

94 -

92

Teste de Germinagao (%)

90 \ \ )
0 30 60 90

Periodo de armazenamento (dias)

Figura 4. Germinacdo de sementes de milho UENF 506-6 durante o
armazenamento.

Na avaliagdo do teste frio ndo foi observada diferenga significativa pelo
teste F a 5% de probabilidade para o ambiente de armazenamento.

N&o houve diferenga significativa entre as sementes nuas e recobertas
pelo teste de frio sem solo (Tabela 5). Esses resultados estdo de acordo com
Coraspe et al. (1993), que nao observaram diferenca significativa na avaliagdo do

teste frio entre sementes nuas e recobertas de alface.
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Tabela 5. Teste frio sem solo de sementes de milho UENF 506-6 nuas e

recobertas
Tratamentos Médias
Controle 96,4 a
Meio 96,4 a
Meio + AH 96,6 a
Meio + Bactéria 942 a
Meio + AH + Bact. 941 a

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula nas linhas e pela mesma letra minuscula nas
colunas néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Observou-se também uma redugéo no vigor das sementes avaliadas pelo

teste frio durante o armazenamento (Figura 5).

y= 97,81+ 0,134 x - 0,0025 x2

R2= 0,95

100 1
98
96 -

94

Teste Frio (%)

92

90

88 T T
0 30 60

Periodo de armazenamento

(dias)

Figura 5. Teste frio de sementes de milho UENF 506-6 durante o armazenamento.

Na avaliagdo do numero de bactérias ndo foi observada diferenca

significativa para o ambiente de armazenamento.

Na Figura 6 encontram-se os resultados da avaliagdo do crescimento

bacteriano resultantes da avaliagao através da técnica do NMP. A presenca de

bactérias nos tratamentos com sementes nuas, me

provavelmente, foi devido a contaminacdo durante

io e meio + AH, no tempo 0,

0 processo de recobrimento
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das sementes pelas bactérias inoculadas nos tratamentos onde houve inoculagao
de bactérias, contaminagcdo natural por bactérias diazotroficas presentes nas
sementes, na agua ou no ambiente em que se encontravam estas plantas. A
deteccdo de bactérias em plantas onde n&o houve a inoculagdo de bactérias nas
analises de NMP é comum, visto que os meios utilizados durante a técnica e para
o recobrimento das sementes sao semi-seletivos (Canuto et al., 2003).

Aos 30, 60 e 90 dias nao foi observada a presencga de bactérias nesses
tratamentos (Figura 6), possivelmente o numero de bactérias provenientes de
uma contaminagdo durante o recobrimento nesses tratamentos diminuiu com o
tempo, e assim ndo foi possivel detectar a presenga das bactérias pela técnica do
NMP.

Os tratamentos meio+bactérias e meiotbactérias+AH, no tempo O,
mostraram um numero superior de bactérias em relacdo aos demais tratamentos
(Figura 6), mostrando que a inoculagcdo das bactérias pelo recobrimento de
sementes foi eficiente.

Nos tratamentos onde foi realizada a inoculagdo de bactérias pelo
recobrimento de sementes foi detectada a presenca das células bacterianas nas
raizes das plantulas oriundas de sementes armazenadas por até 60 dias,
mostrando que a técnica do recobrimento pode manter a sobrevivéncia das
células bacterianas por um periodo de tempo. Assim, as sementes inoculadas
pela técnica do recobrimento ndo precisam ser semeadas logo apdés o
recobrimento, podendo ser armazenadas por um periodo de 60 dias.

A presenca dos AH no recobrimento ndo alterou o tempo de
sobrevivéncia das bactérias no recobrimento das sementes. Segundo Marques
Junior (2006), os AH podem atuar no aumento da populagdo de bactérias
diazotréficas endofiticas, atuando como condicionador fisico-quimico, bem como
promovendo aumento do estabelecimento do indculo bacteriano no interior da
planta. Entretanto, o mesmo autor, verificou que em todas as concentragées de
AH avaliadas houve um mesmo padrao de sobrevivéncia das bactérias em

relagéo ao controle (inoculagédo de bactérias sem a presenga de AH).
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— — Meio + bactérias y=6,58+0,028x-0,01x2 R2=0,96

Meio + AH + bactérias y=6,92+0,014x-0,001x2 R2=0,97

Figura 6. Contagem do numero de bactérias diazotroficas (expresso em log do
numero de células por grama de tecido fresco) em raizes de plantulas
de milho UENF 506-8 oriundas de sementes nuas e recobertas.

O recobrimento de sementes mostrou bom desempenho como inoculante
de bactérias diazotroficas endofiticas da espécie Herbaspirillum seropedicae

(£67), mantendo a viabilidade das células bacterianas ao longo do tempo.

RESUMO E CONCLUSOES

Este trabalho foi desenvolvido objetivando-se avaliar o periodo de
sobrevivéncia das células bacterianas no recobrimento, a qualidade fisiolégica
das sementes recobertas e o efeito da presenga dos AH na sobrevivéncia das
bactérias no recobrimento das sementes ao longo do tempo.

O recobrimento das sementes nao alterou a perda de qualidade fisiolégica
das sementes em relagéo as sementes nuas durante o armazenamento.

Dentre as condi¢cdes de armazenamento estudadas, a mais adequada
para a manutengdo da qualidade fisiolégica das sementes foi o ambiente de

laboratodrio.
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Nos tratamentos onde foi realizada a inoculagdo de bactérias pelo
recobrimento de sementes foi detectada a presenca das células bacterianas nas
raizes das plantulas oriundas de sementes armazenadas por até 60 dias.

A presenca dos AH n&o alterou a sobrevivéncia das células bacterianas

no recobrimento das sementes.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

No presente trabalho, objetivou-se avaliar o efeito do recobrimento de
sementes de milho UENF 506-8 com acidos humicos (AH), bactérias diazotroficas
endofiticas e uso em conjunto de AH e bactérias diazotroficas endofiticas na
estimulagdo do crescimento vegetal. Para isso, avaliou-se a porcentagem de
cimentante a ser utilizada no recobrimento das sementes; a estimulagdo do
crescimento de plantas oriundas de sementes recobertas com bactérias, AH e o
uso conjunto de bactérias e AH; o periodo de sobrevivéncia das células
bacterianas no recobrimento e a qualidade fisiolégica das sementes recobertas
armazenadas.

Os experimentos foram realizados no Setor de Produgéo e Tecnologia de
Sementes do Laboratério de Fitotecnia e em casa de vegetagdo, ambos
pertencentes ao Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias (CCTA) da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) em Campos
dos Goytacazes — RJ.

Utilizou-se sementes de milho hibrido UENF 506-8 e a estirpe H.
seropedicae Z67 BR 11175, isolada obtida de raizes de arroz, proveniente da
colecdo de bactérias diazotréficas da Embrapa Agrobiologia, municipio de
Seropédica, RJ. O AH, cedido pelo Laboratério de Solos do CCTA/UENF, isolado
de vermicomposto.

Entre as porcentagens de cimentante avaliadas, recomenda-se a
utilizacao de 2% de cimentante para a semeadura manual e para a semeadura

mecanizada 4 %.
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Nas avaliagdes da estimulacdo do crescimento vegetal realizadas em
Laboratério, a adicdo de AH, bactéria e 0 uso combinado de bactérias e AH
estimularam o crescimento vegetal.

No experimento em casa de vegetagdo, com areia, foi observado que o
uso conjunto de bactérias e AH + AH irrigado estimulou o crescimento vegetal em
relagdo ao controle. Na mistura terra + areia, a inoculagdo das bactérias de
maneira isolada aumentou o crescimento das plantas em relagcao ao controle.

Os resultados mostrados nesse trabalho revelaram que os AH utilizados
no recobrimento de sementes tem sua capacidade de estimulagcado do crescimento
radicular diminuido, comparado ao uso em solugdo. Assim, serdo necessarias
avaliagdes com diferentes concentragdes de AH adicionadas ao recobrimento.

O recobrimento das sementes n&o alterou a perda de qualidade fisiolégica
das sementes em relagido as sementes nuas durante o armazenamento.

Nos tratamentos onde foi realizada a inoculacdo de bactérias pelo
recobrimento de sementes foi detectada a presenca das células bacterianas nas
raizes das plantulas oriundas de sementes armazenadas por até 60 dias.

A presenca dos AH nao alterou a sobrevivéncia das células bacterianas
no recobrimento das sementes.

O recobrimento de sementes mostrou-se como uma nova opg¢ao de
inoculacdo de bactérias diazotroficas endofiticas da espécie Herbaspirillum
seropedicae (Z67) BR 11175.
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APENDICES



APENDICE A

RESUMO DAS ANALISES DE VARIANCIA DAS PORCENTAGENS DE PERDA
DE MATERIAL DE RECOBRIMENTO E DA QUALIDADE FISIOLOGICA DE
SEMENTES DE MILHO RECOBERTAS, EM FUNGAO DE DIFERENTES
CONCENTRAGOES DE CIMENTANTE.

Quadro 1A. Resumo da andlise de variancia das porcentagens de perda de
material de recobrimento em fungdo da porcentagem de cimentante
utilizado no recobrimento de sementes de milho apdés passarem pela
simulagao de transporte e semeadura manual

Fontes de Variagao GL S.Q. Q.M.
Tratamento 5 27440,14 5488,03*
Residuo 18 376,8 20,93

(*) significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.
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Quadro 2A. Resumo da andlise de variancia das porcentagens de perda de
material de recobrimento em fungdo da porcentagem de cimentante
utilizado no recobrimento de sementes de milho apds passarem pela

semeadora
Fontes de Variacao GL S.Q. Q.M.
Tratamento 5 20643,7 4128,74*
Residuo 18 610,62 33,92

(*) significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.

Quadro 3A. Resumo da anadlise de variancia da 1% contagem do teste de
germinagdo, teste de germinacdo (TG), teste frio sem solo (TF),
emergéncia em casa de vegetacdo (Emerg.) e indice de velocidade de
emergéncia (IVE) de sementes de milho UENF 506-8 nuas e recobertas
com 0,5; 1; 2; 3; 4 e 5% de cimentante

Q.M.
Fontes de Variacdo G.L.
12 Contagem TG TF Emerg. IVE
Tratamento 3 139,62 17,33 50,28"™ 107,14"™ 0,25**
Residuo 12 72,00 43,24 39,62 100,00 0,058
CV (%) 10,31 7,22 6,97 10,94 10,11

(") néo significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F; (**) significativo a 1% de
probabilidade, pelo teste F.



APENDICE B

RESUMO DAS ANALISES REALIZADAS EM PLANTULAS ORIUNDAS DE
SEMENTES DE MILHO RECOBERTAS COM ADIGAO DE ACIDOS HUMICOS E
INOCULADAS COM BACTERIAS DIAZOTROFICAS ENDOFITICAS.

Quadro 1B. Resumo da analise de variancia do teste de germinacéo de sementes
recobertas com bactérias, AH e o uso combinado de bactérias e AH

Fontes de Variagao GL S.Q. Q.M.
Tratamento 3 34,37 11,46
Residuo 28 1962,5 70,1
CV (%) 8,84

(") néo significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.
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Quadro 2B. Resumo da analise de varidncia da massa fresca da parte aérea
(MFPA), massa fresca da raiz (MFR), massa seca da parte aérea
(MSPA), massa seca da raiz (MSR) de plantulas de milho oriundas de
sementes recobertas com bactérias, AH e 0 uso combinado de bactérias

e AH
Q.M.
Fontes de Variacao G.L.
MFPA MFR MSPA MSR
Tratamento 3 0,041* 0,02 0,00014"™  0,00009"™
Residuo 30 0,01 0,008 0,000076 0,0001
CV (%) 19,54 23,11 20,30 25,4

(*) significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F; ("°) ndo significativo a 5% de
probabilidade, pelo teste F.

Quadro 3B. Resumo da analise de variancia da area radicular (AR) e comprimento
radicular (CR) de plantulas de milho recobertas com bactérias, AH e o uso
combinado de bactérias e AH

Q.M.
Fontes de Variacao G.L.
AR CR
Tratamento 3 32747463,2™ 20163253™
Residuo 30 28870522,1 10274499,8
CV (%) 13,15 53,18

(") néo significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.



101

Quadro 4B. Resumo da anadlise de variancia do numero de raizes emergidas
(NRE) e numero de sitios mitoticos (NSM) de pléantulas de milho
recobertas com bactérias, AH e o uso combinado de bactérias e AH

Fontes de Variacao G.L. Q.M.

NRE NSM
Tratamento 3 3918,33* 1265,58"
Residuo 12 456,33 545,08
CV (%) 15,62 41,78

(*) significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F; ("°) ndo significativo a 5% de
probabilidade, pelo teste F.

Quadro 5B. Resumo da analise de varidncia do crescimento bacteriano em
plantulas de milho recobertas com bactérias, AH e 0 uso combinado de
bactérias e AH

Fontes de Variagao GL S.Q. Q.M.
Tratamento 3 37,12 12,37**
Residuo 8 0,87 0,11
CV (%) 6,46

(**) significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F
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Quadro 6B. Resumo da analise de variancia da massa fresca da parte aérea
(MFPA), massa fresca da raiz (MFR), massa seca da parte aérea
(MSPA), massa seca da raiz (MSR) de plantulas de milho, crescidas em
vasos Leonard, oriundas de sementes recobertas com bactérias, AH e o
uso combinado de bactérias e AH

Q.M.
Fontes de Variacao G.L.
MFPA MFR MSPA MSR
Tratamento 7 49,22" 43,25 0,3034" 0,1645"
Residuo 24 32,64 34,63 0,3482 0,1596
CV (%) 20,99 29,8 19,57 26,67

(") ndo significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.

Quadro 7B. Resumo da analise de varidncia do crescimento bacteriano em
plantulas de milho, crescidas em vasos Leonard, oriundas de sementes
recobertas com bactérias, AH e o uso combinado de bactérias e AH

Fontes de Variacao GL S.Q. Q.M.
Tratamento 7 30,82 4,40 (**)
Residuo 16 4 25 0,265
CV (%) 8,94

(**) significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.



Quadro

103

8B. Resumo da analise de variancia da massa fresca da parte aérea
(MFPA), massa fresca da raiz (MFR), massa seca da parte aérea
(MSPA), massa seca da raiz (MSR) de plantulas de milho, crescidas em
vasos com solo, oriundas de sementes recobertas com bactérias, AH e o
uso combinado de bactérias e AH

Q.M.
Fontes de Variagdo  G.L.
MFPA MFR MSPA MSR
Tratamento 3 3,00 60,31 0,033" 0,592"
Residuo 12 4,07 32,72 0,057 0,262
CV (%) 28,51 36,42 29,50 40,30
(") ndo significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.

Quadro 9B. Resumo da analise de varidncia do crescimento bacteriano em
plantulas de milho, crescidas em vasos com solo, oriundas de sementes
recobertas com bactérias, AH e o uso combinado de bactérias e AH

Fontes de Variagao GL S.Q. Q.M.
Tratamento 3 6,88 229"
Residuo 8 21,74 2,72
CV (%) 49,57

(™) n&o

significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.



APENDICE C

COMPOSIGAO DOS MEIOS DYG’s (MODIFICADO), SOLUGAO SALINA PARA
DILUIGAO E MEIO DE CULTURA JNFb



MEIO DYG’s (modificado)

GlICOSE.. ..o eeeeeeeeeeeeeeeeee e 2,0g
Acido MAlICO.........oveeeeeeeeeeeeeeeee e 2,09
Peptona bacterioldgica............ccccccveeiiiiiiiiinnnen. 1,59
Extrato de levedura...........ccccccoiiiiiiiiiiiiinnn. 2,0g
[0 | 0,59
MGSO4.7H20....cccoo i 0,59
Acido gIUtAMICO........covvieeeeeeeeeeeeee e 1,59

Completar com agua destilada para 1000 mL

pH 6,0 p/ Herbapirillum seropedicae ssp.
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SOLUGAO DE SALINA PARA DILUIGAO

1,0mLas KoHPO4 Sol. 10%
0,5mL..cceiiiiinne MgS0O,4.7H,0 Sol. 10%
0,2mL..cceeiiinne NaCl Sol. 10%
0,5mL....ccee. CaCl,.2H,0 Sol. 1%
0,5mL...cccunnnn..... .Solugao de micronutrientes para meio de cultura
1,.0mL., FeEDTA Sol. 1,64%

Completar com agua destilada para 1000 mL
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MEIO DE CULTURA JNFb

5 G i Acido Malico

BmL.eiiiins KoHPO4 Sol. 10%

18 ML, KH2PO4 Sol. 10%
2mL.ie. MgSQO4.7H,0 Sol. 10%
TmLeeee NaCl Sol. 10%

22 11| SO CaCl,.2H,0 Sol. 1%

P22 11| SO Azul de bromotimol 0,5% em 0,2N de KOH
2ml..iiiiies Solugéo de micronutrientes para meio de cultura
Vil | FeEDTA Sol. 1,64%
450 KOH

TmL.., Vitamina para meio de cultura

Completar com agua destilada para 1000 mL.

Ajustar o pH para 5,8 e colocar agar por ultimo.
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Meio de cultura semi-sélido: adicionar 1,9 g de agar por litro de meio de cultura

(dissolver antes da diluigao)



APENDICE D

RESUMO DAS ANALISES DE VARIANCIA DO TESTE DE GERMINAGAO (TG),
DA PRIMEIRA CONTAGEM DO TG, DO TESTE FRIO SEM SOLO E DA
CONTAGEM DE BACTERIAS DE SEMENTES ARMAZENADAS.

Quadro 1D. Resumo da analise de variancia da primeira contagem do TG das
sementes de milho UENF 506-6 armazenadas, em fungéao do tratamento,
do ambiente e do tempo de armazenamento

Fontes de variagao G.L. S.Q. Q.M.
Tratamento 4 14506,65 3626,66*
Ambiente 1 385,50 385,50*
Tempo 3 6991,55 2330,52*
Tratamento x Ambiente 4 63,72 15,93
Tratamento x Tempo 12 3006,53 250,54*
Ambiente x Tempo 3 136,19 45,40
Tratamento x Ambiente x Tempo 12 408,55 34,04
Erro 120 444484 37,04
CVv 7,39

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
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Quadro 2D. Resumo da andlise de variancia do TG das sementes de milho UENF
506-6 armazenadas, em fungdo do tratamento, do ambiente e do tempo

de armazenamento

Fontes de variacao G.L. S.Q. Q.M.
Tratamento 4 10,48 2,62
Ambiente 1 113,74 113,74*
Tempo 3 1047,59 349,20*
Tratamento x Ambiente 4 38,52 9,63
Tratamento x Tempo 12 173,30 14,44
Ambiente x Tempo 3 54,41 18,14
Tratamento x Ambiente x Tempo 12 189,98 15,83
Erro 120 1600,12 13,33
Ccv 3,76

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Quadro 3D. Resumo da analise de variancia do teste frio das sementes de milho
UENF 506-6 armazenadas, em fungédo do tratamento, do ambiente e do

tempo de armazenamento

Fontes de variagéo G.L. S.Q. Q.M.
Tratamento 4 199,31 49,83*
Ambiente 1 1,44 1,44
Tempo 3 2275,05 758,35*
Tratamento x Ambiente 4 149,94 37,48
Tratamento x Tempo 12 338,15 28,18
Ambiente x Tempo 3 31,21 10,40
Tratamento x Ambiente x Tempo 12 169,64 14,14
Erro 120 1895,13 15,79
Ccv 4,16

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
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Quadro 4D. Resumo da analise de variancia da contagem do numero de bactérias
(NMP) das sementes de milho UENF 506-6 armazenadas, em fun¢éo do

tratamento, do ambiente e do tempo de armazenamento

Fontes de variacao G.L. S.Q. Q.M.
Tratamento 4 350,7750 87,6900*
Ambiente 1 0,1320 0,1320
Tempo 3 374,3008 124,7669*
Tratamento x Ambiente 4 0,2107 0,0527
Tratamento x Tempo 12 144,5161 12,0430*
Ambiente x Tempo 3 0,2664 0,0888
Tratamento x Ambiente x Tempo 12 0,4236 0,0353
Erro 80 6,4912 0,0811
Ccv 12,35

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.



