
   

Revista Brasileira de Ciência do Solo

ISSN: 0100-0683

revista@sbcs.org.br

Sociedade Brasileira de Ciência do Solo

Brasil

Marques Júnior, Roberto Batista; Pasqualoto Canellas, Luciano; Silva, Lúcia Gracinda da; Lopes

Olivares, Fábio

Promoção de enraizamento de microtoletes de cana-de-açúcar pelo uso conjunto de substâncias

húmicas e bactérias diazotróficas endofíticas

Revista Brasileira de Ciência do Solo, vol. 32, núm. 3, junio, 2008, pp. 1121-1128

Sociedade Brasileira de Ciência do Solo

Viçosa, Brasil

Disponível em: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=180214229019

   Como citar este artigo

   Número completo

   Mais artigos

   Home da revista no Redalyc

Sistema de Informação Científica

Rede de Revistas Científicas da América Latina, Caribe , Espanha e Portugal

Projeto acadêmico sem fins lucrativos desenvolvido no âmbito da iniciativa Acesso Aberto

http://www.redalyc.org/revista.oa?id=1802
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=180214229019
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=180214229019
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=1802&numero=14229
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=180214229019
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=1802
http://www.redalyc.org


PROMOÇÃO DE ENRAIZAMENTO DE MICROTOLETES DE CANA-DE-AÇÚCAR PELO USO...             1121

R. Bras. Ci. Solo, 32:1121-1128, 2008

PROMOÇÃO DE ENRAIZAMENTO DE MICROTOLETES DE

CANA-DE-AÇÚCAR PELO USO CONJUNTO DE

SUBSTÂNCIAS HÚMICAS E BACTÉRIAS

DIAZOTRÓFICAS ENDOFÍTICAS(1)

Roberto Batista Marques Júnior(2), Luciano Pasqualoto Canellas(3),

Lúcia Gracinda da Silva(4) & Fábio Lopes Olivares(5)

RESUMO

Além do fornecimento direto de nutrientes por meio da mineralização da
matéria orgânica ou pela fixação biológica de N2, as substâncias húmicas e as
bactérias diazotróficas endofíticas podem afetar diretamente o metabolismo
vegetal, modificando o padrão de crescimento e desenvolvimento das plantas.  O
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do uso em conjunto de ácidos húmicos
(AH) e Herbaspirilum seropedicae, uma bactéria endofítica fixadora de N2, sobre o
crescimento radicular de microtoletes de cana-de-açúcar do cultivar RB 72 454
tratados termicamente ou não.  Após o tratamento térmico, os microtoletes foram
imersos por 12 h em água (controle), numa solução que continha 20 mg L-1 de C de
AH isolados de vermicomposto, H. seropedicae estirpe HRC 54 na concentração de
108 mL-1 células e o uso em conjunto de AH + H. seropedicae.  Foi observada a
promoção significativa do crescimento radicular, com incrementos que variaram
de 60 a 118 % no comprimento e de 33 até 233 % na área radicular dos tratamentos
em relação às plantas-controle, com efeitos mais pronunciados em plantas tratadas
termicamente.  Na mesma direção, o efeito positivo da inoculação bacteriana e dos
ácidos húmicos sobre a biomassa da parte aérea e das raízes foi significativo em
relação ao controle apenas em toletes tratados termicamente.  Para toletes não
tratados, a inoculação não produziu efeitos significativos, apenas no caso da
aplicação isolada de ácidos húmicos.  O uso em conjunto ou isolado de AH e bactérias
diazotróficas endofíticas não alterou significativamente o tamanho populacional
das bactérias no tecido radicular em toletes que não receberam termoterapia.  No
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caso de toletes tratados termicamente, a inoculação, combinada ou não com ácidos
húmicos, alterou o tamanho da população das bactérias nas raízes.  A análise
conjunta dos dados evidencia a importância da termoterapia na expressão dos
efeitos benéficos da inoculação de estirpes selecionadas de H. seropedicae, já para
ácidos húmicos, as respostas positivas independem da termoterapia.  A promoção
do crescimento radicular por AH e a fixação biológica de N2 podem representar
uma estratégia inovadora para produção sustentada em sistemas agrícolas.

Termos para indexação: Herbaspirillum seropedicae, termoterapia, ácidos húmicos.

SUMMARY:  ROOTING OF MICRO SEED PIECES BY COMBINED USE OF
HUMIC SUBSTANCES AND ENDOPHYTIC DIAZOTROPHIC
BACTERIA IN SUGAR CANE

Besides the direct nutritional effect of mineralization of organic matter or by biological

nitrogen fixation activity, the humic substances and endophytic diazotrophic bacteria can

directly influence plant metabolism, modifying plant growth and development patterns.

The purpose of this study was to evaluate the effect of the combined use of humic acid (HA)

and Herbaspirillum seropedicae, an endophytic nitrogen-fixing bacteria, on the root growth

of seed pieces - heat-treated or not - of the sugarcane variety RB 72 454.  After hot water

treatment, the cane cuttings were immersed for 12 hours as follows: in water (control
plant), in HA solution (20 mg L-1 of C) from vermicompost, in bacterial inoculant of H.

seropedicae, strain HRC54 (108 cells mL-1), and in a combination of bacteria and HA.  Root

growth was improved by 60 to 118 % in length and from 33 % to 233 % in surface area on

sugarcane plant treatments compared to control, with more pronounced effect in plants

under heat treatment.  Likewise, the positive effect of the combinded treatment (bacteria

inoculation and humic acid) on shoot and root biomass was significant compared to the

control with heat-treated cuts.  For non-heated seed pieces, bacteria inoculation did not

result in a positive plant growth effect, but only in the presence of humic acid.  The combined

or isolated use of both HA and bacteria did not significantly modify the bacteria population

in the root tissue of heat-untreated sugarcane.  For heat-treated cuts, bacteria inoculation,

combined or not with HA, increased the size of diazotrophic bacteria population on roots.
The results highlight the importance of thermotherapy to increase the positive effect of the

selected bacteria strain of H. seropedicae.  In the case of HA application, plant growth

stimulation was not related to thermotherapy.  The plant root growth promoting effect

induced by both HA and the inoculation of selected nitrogen-fixing bacteria strain could

represent an innovative approach to a sustainable sugarcane crop production.

Index terms: Herbaspirillum seropedicae, heat treatment, humic acid.

INTRODUÇÃO

As substâncias húmicas (SH) são o principal
componente da matéria orgânica do solo e influenciam
suas propriedades químicas, físicas e biológicas.  O
crescimento e o metabolismo das plantas são alterados
com a aplicação de ácidos fúlvicos (Vaughan &
Malcolm, 1985; Varanini et al., 1993) e húmicos (Chen
& Aviad, 1990; Nardi et al., 2002) em solução.  A
avaliação do potencial de ácidos húmicos (AH) isolados
de diferentes fontes de matéria orgânica sobre o
crescimento e desenvolvimento de plantas de interesse
agronômico tem sido explorada em experimentos
realizados em casa de vegetação (Façanha et al., 2002;

Chen et al.,2004; Canellas & Façanha, 2004).  Tais
efeitos são refletidos na aceleração das taxas de
crescimento radicular, incremento de biomassa vegetal
e alterações na arquitetura do sistema radicular (e.g.,
incremento da emissão de pêlos radiculares e de raízes
laterais finas), resultando em aumento da área
superficial e, ou, no comprimento do sistema radicular.
Embora as bases celulares e moleculares da ação de
AH não estejam totalmente esclarecidas, estudos
apontam para uma estimulação da atividade e
promoção da síntese das enzimas H+-ATPases da
membrana plasmática, num efeito tipicamente
auxínico (Pinton et al., 1999; Canellas et al., 2002;
Quaggiotti et al., 2004).
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Na última década, estudos com bactérias
diazotróficas endofíticas têm-se intensificado graças
às suas potencialidades como agente de promoção de
crescimento e proteção de plantas.  No Brasil, dentre
outros, merecem destaque os estudos que envolvem
interações endofíticas entre plantas da família Poaceae
[p.ex.  cana-de-açúcar (Saccharum hyb.); arroz (Oriza
sativa); milho (Zea mays); sorgo (Sorghum bicolor);
capim-elefante (Pennisetum purpureum)] e bactérias
fixadoras de N2 do gênero Gluconacetobacter,
Herbaspirillum, Azospirillum e Burkholderia
(Döbereiner et al., 1992a,b).

Na cultura da cana-de-açúcar, os estudos relacio-
nados com seleção de genótipos da planta e de estirpes
bacterianas eficientes na fixação biológica de N2 (FBN)
têm apontado para contribuições entre 30 a 70 % do
N obtido via FBN (Urquiaga et al., 1992; Oliveira et
al., 2002).  Em plantas micropropagadas de cana-de-
açúcar, Olivares et al. (2000) evidenciaram o potenci-
al de promoção do crescimento pela inoculação de es-
tirpes selecionadas de G. diazotrophicus e H.
seropedicae, com incrementos na biomassa radicular
entre 50 e 350 % em relação ao controle não inocula-
do.  De modo similar aos ácidos húmicos, foram ob-
servadas alterações na geometria da raiz, incremento
da proporção relativa de raízes finas, área e compri-
mento radiculares, bem como incremento no teor de
N, P e K em raízes e na parte aérea, causadas pela
aplicação de bactérias.

A maior parte da cultura da cana na região Norte
Fluminense é cultivada em Latossolos Amarelos, que
são solos intemperizados, conhecidos como solos de
tabuleiros (originados a partir do sedimento Barrei-
ras), com baixo teor de matéria orgânica, naturalmen-
te coesos e distróficos (Embrapa, 1999).  A produtivi-
dade média da cultura é baixa, em torno de 45 Mg ha-1,
e é limitada pela baixa pluviosidade média (menor que
1.000 mm ano-1) e pela incidência de uma série de
pragas e doenças (Chagas & Matsuoka, 1988).  O ra-
quitismo, doença endêmica na região causada por
Leifsonia xyli subsp. Xyli e observada pela primeira
vez na região por Frederico Veiga em 1956, ainda é o
principal causador de queda de produtividade nas áreas
com histórico da doença (Carneiro Jr.  et al., 2004).  A
desinfestação do material propagativo é feita pelo tra-
tamento térmico dos toletes, i.e., imersão em água
quente (50,5 °C) por duas horas.  O tratamento tér-
mico visa a eliminar microrganismos fitopatogênicos,
porém, reduz substancialmente a microbiota benéfi-
ca associada aos toletes (Reis et al.,1994) e diminui a
taxa de germinação (Kimati et al., 2005).  Suposta-
mente, este tratamento pode facilitar a introdução de
microrganismos benéficos por inoculação de toletes pós-
termoterapia e estimulação do enraizamento
provocada pelas substâncias húmicas.  A estimulação
do crescimento das plantas pelo uso em conjunto de
susbtâncias húmicas e bactérias diazotróficas
endofíticas é uma estratégia que merece atenção, con-
siderando seu potencial de incrementar a produção de
forma sustentada.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do uso
combinado de ácidos húmicos e bactérias diazotróficas
endofíticas sobre a promoção de desenvolvimento de
microtoletes de cana-de-açúcar (RB 72-454) tratados
termicamente.

MATERIAL E MÉTODOS

Obtenção dos ácidos húmicos (AH)

Os ácidos húmicos foram isolados de
vermicomposto produzido a partir de esterco de curral
e minhocas californianas vermelhas (Eisenia foetida).
O procedimento de extração e purificação dos AH foi
realizado de acordo com as recomendações da
International Humic Substances Society
(www.ihss.gated.edu) com pequenas modificações e,
resumidamente, consistiu no uso de NaOH 0,5 mol L-1,
na razão resíduo orgânico:solvente de 1:10 (v:v) em
atmosfera inerte de N2 por quatro horas.  Após esse
período, a suspensão foi centrifugada por 20 min a
5.000 g e o sobrenadante recolhido e acidificado até
pH 1,0–1,5 com HCl 6 mol L-1.  A redissolução e
precipitação foi repetida três vezes.  Em seguida,
adicionaram-se 200 mL de solução aquosa diluída de
HF e HCl (preparada com 5 mL de HCl concentrado e
5 mL de HF concentrado e volume de solução
completado para 1 L com água deionizada) e agitou-
se a amostra por oito horas.  Após centrifugação, os
AH foram lavados com água até teste negativo com
AgNO3 e acondicionados em membranas de diálise
com tamanho de exclusão de 14.000 Da.  A diálise foi
realizada com água destilada e monitorada por meio
da medida da condutividade elétrica da solução.  Após
a diálise, os AH foram secos por liofilização.  Foi
determinada a composição elementar dos ácidos
húmicos, obtendo-se teores de C, H e N por meio de
analisador automático (Perkin-Elmer) e,
posteriormente, determinado o teor de cinzas por
incineração da amostra em mufla a 750 °C durante
oito horas.  Os AH apresentaram 48,5 % de C, 5,5 %
de H e 3,2 % de N.  O teor de cinzas foi de 0,5 % ±
0,001 %.  A composição das cinzas foi analisada, em
duplicata, por absorção atômica em forno de plasma
após digestão sulfúrica, seguida da perclórica, de uma
massa conhecida de cinzas dos AH.  Foi detectada
nas cinzas a presença de Si (13,07 ± 2,26 g kg-1 de
cinzas), Fe (9,78 ± 0,34 g kg-1 de cinzas), Al
(0,319 ± 0,092 g kg-1 de cinzas), Zn (0,042 ± 0,004 g kg-1

de cinzas) e Cu (0,012 ± 0,002 g kg-1 de cinzas).

Obtenção do inóculo bacteriano

A escolha do inóculo bacteriano foi baseada em
trabalhos anteriores que indicaram resposta positiva
no desenvolvimento de toletes de cana-de-açúcar
(Olivares, 2001; Olivares, 2002; Oliveira et al., 2002;
Canuto et al., 2003).  O inóculo de Herbaspirillum
seropedicae estirpe HRC 54 (depositada na coleção de
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cultura da Embrapa Agrobiologia com designação BR
11335) e originalmente isolada de raízes desinfestadas
da cana-de-açúcar var SP 70-1143, foi obtido a partir
de crescimento bacteriano em meio DYG´S líquido
(Rodrigues Neto, 1986), à temperatura de 30 ºC, por
36 h, sob 140 rpm.

Tratamento térmico para obtenção de plantas
sadias

O material propagativo selecionado (estacas toletes
com uma gema) com 10–12 cm de comprimento foi
submetido ao tratamento térmico, usado normalmente
na região para inativação de células de Leifsonia xyli
subsp. xyli.  Utilizou-se um equipamento pequeno tipo
banho-maria, com capacidade para 21 L de água, com
circulação e controle de temperatura.  Inicialmente,
os toletes foram acondicionados em saquinhos de nylon
(tipo saco de batata), os quais foram, então, tratados
com água quente a 50,5 °C por duas horas no banho-
maria.

Aplicação dos tratamentos e instalação do
experimento

Os microtoletes, previamente tratados termicamente
ou não, foram imersos durante 12 h em meio de
cultura (DYG´S líquido) na presença dos seguintes
tratamentos: controle (água), ácidos húmicos (AH)
isolados de vermicomposto na concentração de 20 mg
de C na forma de ácidos húmicos por litro de solução
(20 mg L-1 de CAH); Herbaspirillum seropedicae estirpe
HRC 54 na concentração final de 108 mL-1 de
células no meio (Bac) e o uso conjunto de AH e bactérias
diazotróficas endofíticas (Bactéria + AH), nas referidas
concentrações.  Após esse período, os toletes foram
transferidos para vasos Leonard e mantidos em casa
de vegetação na Universidade Estadual do Norte
Fluminense, durante o período experimental de 45 dias.
O delineamento experimental foi inteiramente
casualisado com seis repetições.

Características de crescimento vegetal analisa-
das e análise estatística

As características avaliadas foram: contagem da
população bacteriana inoculada na raiz, como descrito
por Döbereiner et al. (1995), matéria seca de raiz e
parte aérea, área e comprimento radiculares.  As
massas foram obtidas utilizando uma balança
analítica, e a área e comprimento radicular estimados
com o auxílio de um scanner para obtenção da imagem
digital e com o auxílio do software analisador digital
de imagens Delta-T scan®.  A contagem de bactérias
presentes no tecido radicular foi realizada por meio
da técnica do Número Mais Provável (NMP).  O
número de bactérias na raiz (expresso em log no de
bactérias por g de massa fresca da raiz) foi estimado,
tomando-se amostras de 1 g das raízes por repetição
para todos os tratamentos, diluídas seriadamente em
solução salina (NaCl 0,85 %) de 10-2 até 10-7 e

aplicando-se 100 μL das diluições em frascos de vidro
(v = 16 mL), com 5 mL de meio JNFb semi-sólido sem
adição de N (Baldani et al., 1992).  Os frascos foram
incubados a 30 °C, por sete dias; decorrido este período,
avaliou-se o crescimento pela presença de uma película
branca na superfície do meio.  O número de bactérias
foi obtido pela consulta à Tabela de McCrady
(Döbereiner et al., 1995) para três repetições por
diluição; tendo os valores sofrido transformação
logarítmica.  A análise estatística foi efetuada pelo
software SAEG for Windows, desenvolvido pela
Universidade Federal de Viçosa (UFV).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Verificou-se estímulo significativo no crescimento
da parte aérea pelo controle nos toletes tratados
termicamente com uso de AH, H. seropedicae estirpe
HRC 54 e pelo uso em conjunto de AH com as bactérias
diazotróficas endofíticas (Figura 1).  Nos toletes que
não sofreram tratamento térmico, o estímulo do
crescimento da parte aérea foi observado somente no
tratamento com AH.  Os toletes não tratados
apresentaram, naturalmente, uma microbiota nativa.
A elevada densidade de inóculo de bactérias endofíticas
aplicada, além dos microrganismos nativos, leva a
uma competição por carboidratos e outras
biomacromoléculas.  Este fato pode representar um
dreno adicional consumindo a reserva dos microtoletes.
Assim, o decréscimo no acúmulo de matéria seca na
parte aérea dos tratamentos que receberam a bactéria
em toletes não tratados termicamente no período
experimental pode ser justificado, pelo menos em
parte, pelo dreno de fotoassimilados promovidos pela
competição com a flora natural dos toletes na
colonização.  Uma explicação adicional reside da
competição entre a estirpe inoculada (HRC 54) e as
bactérias que naturalmente colonizam o tolete,
limitando o estabelecimento endofítico da mesma e,
por via de conseqüência, as respostas positivas sobre
o incremento de biomassa da planta hospedeira.

As bactérias estimularam o crescimento radicular
dos toletes tratados termicamente, ocasionando
incremento de massa ao redor de 120 % em relação às
plantas-controle, semelhantemente ao efeito observado
com AH (Figura 1).  O uso em conjunto de bactérias e
AH promoveu aumento de 81 % na matéria seca de
raízes em relação ao controle, nos toletes tratados
termicamente; contudo, este aumento não foi
significativo para o teste de médias de Tukey (5 %).
Na ausência de tratamento térmico, a aplicação de
AH resultou em incremento significativo de massa
radicular (Figura 1).  O uso em conjunto de AH e H.
seropedicae em microtoletes sem termoterapia
também resultou em incremento de matéria seca de
raízes porém em menor magnitude e não-significativo
pelo teste de médias de Tukey (5 %).
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Foi observado um estímulo médio na ordem de 60 %
no comprimento radicular das plântulas de cana-de-
açúcar tratadas com bactérias e próximo a 118 % pelos
AH, ambos com ou sem tratamento térmico
(Figura 2a).  O uso combinado de AH e bactérias
também estimulou o comprimento radicular em
relação ao controle (Figura 2a).  Quando foi realizado
o tratamento térmico, todos os tratamentos
promoveram estímulo no comprimento radicular
(Figura 2a).  A área radicular foi significativamente
aumentada pelos tratamentos em comparação com as
plantas-controle nos microtoletes tratados
termicamente, com destaque para o uso de bactérias
e uso combinado BacAH.  Esse resultado indica que a
presença de AH em conjunto com bactérias não é
prejudicial aos estímulos causados pelas bactérias
isoladamente, e vice-versa.  Como esperado, na ausência
da termoterapia, os tratamentos com bactérias
apresentaram menor estimulação, provavelmente em
virtude da competição com a população de
microrganismos naturalmente presente nos toletes
(Sanhueza, 1979; Pimentel et al.,1991).

A população de bactérias diazotróficas introduzida
aumentou significativamente nas raízes dos toletes
que receberam inoculação de bactérias com a
termoterapia.  O uso em conjunto de AH não alterou
significativamente o tamanho da população de
bactérias (Figura 3).  Com a utilização de bactérias
em conjunto com AH, nos toletes previamente tratados
termicamente, a população da bactéria inoculada
promoveu aumento de cerca de 100 vezes,

demonstrando, assim, um potencial para persistência
do inóculo e aumento de amplitude de resposta
(Figura 3).  Na ausência de tratamento, o nível
populacional não foi alterado de maneira significativa,
provavelmente por causa da competição por
fotoassimilados e por nichos de colonização entre os
microrganismos nos toletes, o que corrobora os dados
de acúmulo de biomassa.

Na ausência do tratamento térmico, a promoção
do crescimento vegetal deveu-se, principalmente, ao
efeito proporcionado pelos AH.  A presença de bactéri-
as diazotróficas naturalmente associadas ao material
propagativo antes da inoculação de H. seropedicae
HRC 54, cerca de 104 células bacterianas (Figura 3),
nos toletes não tratados termicamente, parece redu-
zir a capacidade de estabelecimento e potencial de
promoção de crescimento do inóculo, graças, prova-

Figura 2. Comprimento radicular total (a) e área su-
perficial radicular (b) estimados pelo software
Delta T-scan (demo version) de microtoletes de
cana-de-açúcar cv RB 72-454 tratados termica-
mente com água a 50,5 °C por duas horas (trata-
do) ou não (não tratado) e submetidos à imersão
por 12 h numa solução que continha: água (con-
trole), ácidos húmicos (AH) na concentração de
20 mg L-1 de CAH, Herbaspirilum seropedicae es-
tirpe HRC 54 na concentração de 108 células mL-1

de água (Bac) e pelo uso em conjunto de AH e
bac (Bactéria + AH) Médias seguidas por letras
diferentes são estatisticamente diferentes pelo
teste Tukey (p < 0,05). Comprimento: N = 4; CV =
23%; F = 8. Área: N=5; CV = 21 %; F = 3,2.

Figura 1. Matéria seca da parte aérea e de raízes de
microtoletes de cana-de-açúcar cv RB 72-454
tratados termicamente com água a 50,5 °C por
duas horas (tratado) ou não (não tratado) e
submetidos à imersão por 12 h numa solução que
continha: água (controle), ácidos húmicos (AH)
na concentração de 20 mg L-1 de CAH,
Herbaspirilum seropedicae estirpe HRC 54 na
concentração de 108 mL-1 de células em água
(Bac) e pelo uso em conjunto de AH e bac
(Bactéria + AH).  Médias seguidas por letras
diferentes são estatisticamente diferentes pelo
teste Tukey (p < 0,05). N = 4; CV = 26 %; F = 5.
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velmente, à competição com outros microrganismos,
seja por fotoassimilados da planta, sítios de coloniza-
ção e espaço físico, seja por outras interações, como
antibiose, a qual se traduz no fato de a biota natural
sintetizar compostos com ação bacteristática e
bactericida.  Após o tratamento térmico, o decréscimo
da biota nativa reduziu a competição, facilitando o
estabelecimento da bactéria inoculada e, conseqüen-
temente, aumentando a probabilidade de respostas po-
sitivas à inoculação.

Observou-se a modificação significativa no
crescimento e na arquitetura do tecido radicular dos
microtoletes de cana-de-açúcar tratados termicamente
pelo uso AH, de H. seropedicae e pelo uso conjunto de
substâncias húmicas e bactérias diazotróficas
endofíticas.  A maior área e comprimento radiculares
correspondem à presença de maior número de raízes
finas, fisiologicamente mais ativas e capazes de
explorar melhor o substrato ou o solo.  Os mecanismos
responsáveis por esta estimulação no crescimento
vegetal ainda não são bem esclarecidos.  A presença
de N nos AH e de outros nutrientes nas cinzas dos
AH é muito baixa (produzindo uma concentração de
N de 9,4 x 10-7 mol L-1, Si = 1,92 x 10-5 mol L-1, Fe =
7,32 x 10-6 mol L-1, Al = 4,67 x 10-7 mol L-1, Zn =
2,8 x 10-8 mol L-1 e de Cu = 7,7 x 10-9 mol L-1), desta
forma, efeitos nutricionais diretos ou associados ao
aumento da solubilidade de complexos organominerais
não poderiam justificar isoladamente a magnitude
observada nos incrementos de crescimento radicular.

Façanha et al., (2002) e Canellas et al. (2002),
relataram a possibilidades de efeitos estimulantes
semelhantes aos dos hormônios vegetais, pois
verificaram que AH isolados do mesmo vermicomposto
são capazes de promover aumento na síntese de H+-
ATPases de membrana plasmática (MP) em mono e
dicotiledôneas.  Essa enzima apresenta papel central
na capacidade de adaptação das plantas ao ambiente,
uma vez que fornece energia por meio da formação de
um gradiente eletroquímico originado da hidrólise de
ATP necessário tanto para a ação dos transportadores
unipórteres e simpórteres, como para o aumento da
concentração de H+ no apoplasto, gerando pH ácido
suficiente para ação de hidrolases capazes de romper
ligações e favorecer o afrouxamento da parede celular
e, por conseqüência, expansão de células, tecidos e
órgãos vegetais.

Essa seqüência de eventos bioquímicos, que resulta
em maior número de células e crescimento de tecidos
radiculares mais finos, é conhecida como teoria do
crescimento ácido (Rayle & Cleland, 1992; Cosgrove,
1997).  A indução da síntese de ATPases de membrana
plasmática (MP) é um fenômeno tipicamente mediado
por sinais moleculares, tais como os promovidos pelas
auxinas (Frias et al., 1996).  Muscolo et al (1998) e
Façanha et al. (2002) encontraram, por diferentes
meios, a presença de moléculas semelhantes às
auxinas em substâncias húmicas.  Quaggiotti et al.
(2004) comprovaram os trabalhos anteriores
verificando a presença de AIA na estrutura de SH por
meio de um ensaio imunológico.  Foi demonstrado que
frações húmicas de baixo peso molecular estimulam
a absorção de nitrato, possivelmente pelo aumento da
isoforma Mha2 da H+-ATPase de MP.  Zandonadi
(2006) comprovou a ação auxínica de AH isolados de
vermicomposto pelo uso de plantas mutantes
insensíveis a esse hormônio vegetal.  A aplicação dos
AH nos mutantes dgt de tomateiro não provocou
alteração no sistema radicular, indicando que a via
de sinalização das SH na promoção do crescimento
radicular é a mesma via de sinalização celular usada
pelas auxinas.  Estes mecanismos explicam os
estímulos significativos encontrados nos microtoletes
sob tratamento com AH, independente-mente da
termoterapia (Figuras 1 e 2).

Por sua vez, os resultados significativos obtidos
com a inoculação de bactérias, principalmente nos
microtoletes que sofreram termoterapia (Figuras 1 e
2), podem ser devidos a mecanismos semelhantes aos
dos AH.  Bastian et al. (1998) verificaram que H.
seropedicae é capaz de produzir e liberar para o meio
de crescimento quantidade significativa de ácido 3-
indol acético.  Nesse sentido, Radwan et al. (2004),
inoculando arroz e trigo com diferentes espécies de
Herbaspirilum, observaram marcante promoção do
crescimento radicular e relacionaram essa promoção
diretamente com a produção de auxinas.  Alterações
significativas na arquitetura radicular dos
microtoletes inoculados com bactérias endofíticas
tratados termicamente (Figuras 1 e 2) foram

Figura 3. Nível populacional de Herbaspirilum
seropedicae estirpe HRC 54 em raízes frescas de
microtoletes (log do número de células
bacterianas por grama de tecido fresco) de cana-
de-açúcar cv RB 72-454 tratados termicamente
com água a 50,5 °C por duas horas (tratado) ou
não (não tratado) e submetidos à imersão por
12 h numa solução que continha: água (controle),
ácidos húmicos (AH) na concentração de
20 mg L-1 de CAH, Herbaspirilum seropedicae
estirpe HRC 54 na concentração de 108 mL-1 de
células em água (Bac) e pelo uso em conjunto de
AH e bac (Bactéria + AH). Médias seguidas por
letras diferentes são estatisticamente diferentes
pelo teste Tukey (p < 0,05).
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semelhantes aos resultados encontrados por Olivares
et al. (2002), em mudas micropropagadas de cana-de-
açúcar inoculadas com bactérias diazotróficas
endofíticas.  Esses autores constataram aumento na
atividade das H+-ATPases isoladas de MP provenientes
de raízes infectadas por bactérias diazotróficas
endofíticas, típico do efeito induzido por auxinas,
evidenciados pelo aumento do número de sítios de
mitose, de raízes emergidas do eixo principal e,
consequentemente, pelo aumento da área radicular.

Para toletes que não sofreram termoterapia,
respostas consistentes foram obtidas apenas pela
aplicação isolada de ácidos húmicos, com pouco ou
nenhuma influência da bacterização com H.
seropedicae estirpe HRC 54 sobre a biomassa e
geometria das raízes.  Já nos toletes tratados
termicamente, o uso em conjunto de AH e bactérias
diazotróficas endofíticas pode ser estratégia importante
para aumento do “pegamento” desse material
propagativo no campo, pelo efeito de promoção do
crescimento radicular, reduzindo a mortalidade e
incrementando o vigor de toletes (principalmente
tratados termicamente), melhorando a eficiência de
uso de nutrientes pelas alterações na arquitetura do
sistema radicular, além de disseminar estirpes de
bactérias diazotróficas endofíticas selecionadas para
competir e realizar a fixação biológica de N2 (FBN).
Pequenos incrementos derivados da FBN, numa
cultura estratégica como a cana-de-açúcar, podem
representar para o Brasil ganhos difíceis de ser
contabilizados que vão desde a economia de recursos
gastos com fertilizantes provenientes de fontes não-
renováveis até o incremento de sustentabilidade para
a produção agrícola.  Trabalhos adicionais para avaliar
o efeito do uso combinado de substâncias húmicas e
bactérias diazotróficas endofíticas deverão ser alvo de
novas pesquisas.

CONCLUSÕES

1. As características de biomassa e crescimento
radicular foram mais estimuladas em toletes tratados
termicamente.

2. Os AH promoveram o crescimento de parte aérea
e raiz nos toletes de cana-de-açúcar, independentemente
da termoterapia.

3. Nos toletes não tratados termicamente, a área
radicular foi estimulada somente pelos AH.

4. O tratamento térmico foi determinante na
expressão dos efeitos positivos dos tratamentos com
bactérias diazotróficas, bem como no aumento do
tamanho da população das bactérias associadas às
raízes

5. O uso em conjunto de AH e H. seropedicae estirpe
HRC 54 não alterou o nível populacional das bactérias
no tecido radicular.

6. Nos toletes tratados termicamente, o uso em
conjunto de AH e H. seropedicae estirpe HRC 54
promoveu estímulo na biomassa da parte aérea, no
comprimento e na área radicular

7. O uso em conjunto de AH e H. seropedicae estirpe
HRC 54 foi superior ao efeito do AH isolado somente
em relação à área radicular dos toletes tratados
termicamente.
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