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Resumo:

O agronegécio € altamente dependente do uso de fertilizantes nitrogenados, os
guais tém elevado custo e causam prejuizos ambientais. Desta forma, o estudo de
tecnologias alternativas para a substituicdo dos fertilizantes nitrogenados se faz
necessario. Herbaspirillum seropedicae € uma bactéria fixadora de nitrogénio, capaz
de colonizar os tecidos internos de plantas. Assim, esse projeto objetiva estabelecer
um protocolo de inoculacdo de milho (Zea mays L.) com H. seropedicae. A bactéria
foi cultivada em meio NFbHP-malato liquido. As sementes de Z. mays foram
selecionadas, esterilizadas, lavadas e entdo semeadas em papel germitest e
germinada. Em seguida foram inoculadas com H. seropedicae e entdo transferidas
para tubos de ensaio, em meio semi-sélido com diferentes concentra¢des de nitrato,
gue foram mantidos em camara de germinacdo. Os resultados indicaram que houve
aumento do numero de raizes adventicias em 28,3% nas plantas inoculadas com
bactérias e crescidas na concentracdo de 0,5 mM de nitrato, sugerindo o sucesso do
protocolo para inoculacdo de plantulas de milho com H. seropedicae e o efeito
benéfico da bactéria no crescimento.

Introducéo

O Nitrogénio (N) é geralmente o fator limitante para a produtividade das culturas
agricolas, justificando a grande demanda por fertilizantes nitrogenados na
agricultura. Uma alternativa para a fertilizacdo nitrogenada € a inoculacdo das
culturas com bactérias fixadoras de nitrogénio, conhecidas como diazotréficas, que
podem promover um aumento na produtividade. Essas bactérias geralmente
promovem o crescimento da planta pela produgéo e liberacdo de reguladores de
crescimento e fornecem nitrogénio biologicamente fixado. Apesar da inoculacdo de
culturas com bactérias rizObios ser uma tecnologia amplamente empregada
comercialmente, culturas de gramineas, tal como o milho, ndo podem ser
beneficiadas essa tecnologia, ja que ndo sédo capazes de formar nédulos tipicos da
colonizacédo de plantas por rizébios. O desenvolvimento de um inoculante com
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bactérias promotoras de crescimento de vegetal para gramineas teria um gigantesco
interesse ambiental e econdmico. Em tal perspectiva, muitas bactérias diazotréficas
endofiticas, capazes de colonizar tecidos internos de gramineas, tém sido isoladas e
caracterizadas. Este grupo inclui a bactéria que o presente projeto pretende estudar:
Herbaspirillum seropedicae, sendo essa capaz de colonizar os tecidos internos das
plantas, sem causar nenhum dano aparente ao hospedeiro (BALDANI et al., 1986;
OLIVARES et al., 1997). Evidéncias recentes apontam que o nitrogénio fixado por H.
seropedicae é incorporado na biomassa da planta hospedeira (PANKIEVICZ et al.,
2015). Esses fatores fazem com que H. seropedicae tenha grande potencial para ser
utilizado como um biofertilizante, sendo uma alternativa mais eficiente e menos
poluente que os fertilizantes nitrogenados.

Materiais e Métodos

A bactéria foi cultivada em meio NFbHP-malato liquido (KLASSEN et al., 1997),
suplementado com o antibiético estreptomicina 80 mg/mL e 20 mM de NH4CI, a 30
°C, sob agitacdo a 130 rpm, por 24 horas. As sementes de milho foram
selecionadas, esterilizadas superficialmente em hipoclorito de sodio 2% e lavadas
abundantemente em agua destilada (BRASIL, 2009). Em seguida, foram semeadas
em rolos de papel germitest umedecido com agua destilada, na propor¢cédo de 2,5
vezes a massa do papel seco e apos a semeadura. Os rolos foram levados para
camara de germinacao, com fotoperiodo de 12 horas, a temperatura constante de 30
°C, por 96 horas. Raizes de milho com 20 a 30 mm foram mergulhadas na
suspensdo bacteriana, na concentracdo de 3x10° células (CANELLAS et al., 2012).
A cultura autoclavada foi utilizada como controle. Apés 30 min de incubacéo, as
plantas foram transferidas para tubos de ensaio com 25 mL de meio com agar semi-
solido 0,8% (p/v) em diferentes concentracfes de nitrato: 0 mM (controle), 0,5 mM e
5 mM. As plantas foram mantidas em camara de germinagcdo com fotoperiodo de 12
horas claro e 12 horas escuro, a 25 °C por 7 dias.

Resultados e Discussao

Os seguintes parametros biométricos foram usados para avaliar a inoculacéo de H.
seropedicae na plantula de milho: comprimento radicular, nimero de raizes
adventicias, peso da biomassa fresca e peso da biomassa seca. O comprimento
radicular das plantulas néo foi alterado de forma significativa (Figura 1A). As raizes
adventicias foram quantificadas para cada plantula. No tratamento com indculo de H.
seropedicae, 0 meio semi-solido com concentracdo de 0,5 mM de nitrato apresentou
aumento de 28,32% para o numero de raizes adventicias quando comparado ao
tratamento controle (Figura 1B). Em seguida, foi pesada a massa fresca das
plantulas. O tratamento com meio semi-solido na concentracdo de 0,5 mM e 5 mM
de nitrato houve aumento significativo na biomassa fresca da raiz principal em
38,4% e 49,1%, respectivamente, em comparacdo as plantulas inoculadas com H.
seropedicae (Figura 2A). Com relacdo a massa seca, o tratamento em meio semi-
sélido com concentracdo de 5 mM de nitrato apresentou estimulo de 49,87% em
relacéo ao tratamento controle.
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Figura 1 : Crescimento radicular (mm) (A) e Nimero de raizes adventicias (B) de milho crescido na
presenca ou auséncia de nitrato e de indculo com H. seropedicae. Os valores sdo as médias + EP
(n=). (*) Indica diferenca significativa entre o controle e 0,5 mM de Nitrato + Bactéria de acordo com
Teste T pareado.
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Figura 2 : Biomassa fresca da raiz principal e das raizes adventicias (A) e Biomassa seca da raiz
principal e das raizes adventicias (B) de milho crescido na presenca ou auséncia de nitrato e de
in6culo com Herbaspirillum seropedicae). Os valores sao as médias + EP (n=). (*) Indica diferenca
significativa entre o controle e 0,5 mM de Nitrato + Bactéria de acordo com Teste T pareado.

Conclusoes

O trabalho conseguiu estabelecer um protocolo para a inoculacdo de plantas de
milho com a bactéria H. seropedicae em escala laboratorial. A inoculacdo da planta
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com a bactéria provocou um aumento do nimero de raizes adventicias, indicando
um efeito benéfico da inoculacdo. O protocolo desenvolvido nesse trabalho sera
utilizado para testes de efetividade de estirpes mutantes de H. seropedicae para
prospeccdo de linhagens com maior capacidade de estimulo de crescimento da
planta.
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