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Avaliacédo de Métodos de Dispensa de Rizobactérias em Raizes de Feijao
Comum

Introducédo

As Rizobactérias Promotoras de Crescimento em Plantas (RPCP’s) sdo microrganismos capazes de colonizar as
raizes, podendo beneficiar a planta (MAJEED et al., 2015). Assim, as informagfes adquiridas sobre esses
microrganismos podem servir para direcionar a utilizacdo deles em formulacfes de produtos, contribuindo para uma
agricultura sustentavel, ja que pode diminuir o uso de fertilizantes (BASHAN et al., 2014).

Objetivou-se avaliar diferentes métodos de dispensa de rizobactérias no feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) em
casa de vegetacdo.

Material e métodos

A. Preparo da suspensdo bacteriana

Neste trabalho foram utilizados 5 isolados de rizobactérias oriundos de raizes de bananeira “Prata Ana”. Os dados da
sequéncia parcial da regido 16S rRNA das bactérias identificadas foram depositadas na base de dados do GenBank.

As bactérias foram cultivadas em meio TSA (Triptic Soy Agar), em placas de Petri por um periodo de 24 h a 28°C e
conservadas em agua mineral autoclavada (estoque). Em seguida, os isolados foram submetidos ao ajuste da densidade
otica a 1,0 de absorbancia, no comprimento de onda (A) a 540 nm em espectrofotdmetro. Para isso, foram inoculados
100 pL do isolado estoque que foi cultivado em 100 mL de meio liquido TSB (Triptic Soy Broth), mantidos em agitador
automatico a 120 rpm e temperatura de 28°C por um periodo de 48 h. Depois do periodo de crescimento, esses isolados
foram transferidos para tubos que foram centrifugados por 10 minutos a velocidade de 10.000 rpm para precipitacdo das
células bacterianas. O sobrenadante foi descartado e as suspensdes foram preparadas adicionando-se ao precipitado a
solucdo salina a 0,85% para posterior leitura no espectrofotdmetro.

B. Avaliagdo da colonizacdo das raizes

A suspensdo bacteriana padronizada foi utilizada para avaliar a colonizagdo de raizes de feijdo comum (Phaseolus
vulgaris L.) em casa de vegetagdo. Este procedimento foi realizado para verificar qual a melhor forma de dispensa de
rizobactérias (microbiolizacdo de semente germinada, microbiolizagdo de semente ndo germinada ou rega no sulco) para
futuros trabalhos. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3x5x2,
sendo trés formas de inoculagdo, cinco isolados e dois tempos de avaliagcdo, com cinco repeti¢des. A multiplicacdo dos
isolados foi realizada como descrito anteriormente. Para a avaliacdo, 330 sementes de feijdo foram desinfestadas com
hipoclorito de sodio a 1%, por dez minutos (CHUN et al. (1997). Em seguida, foram lavadas, por quatro vezes em agua
destilada estéril e colocadas para secar em fluxo laminar por duas horas. Dessas sementes, foram colocadas 110
unidades para germinar e 220 foram acondicionadas em placas esterilizadas e hermeticamente fechadas para posterior
utilizagéo.

Para a germinagdo das sementes utilizaram-se folhas de papel (Germitest) umedecidas 2,25 vezes a sua massa com
agua destilada (Figura 1A). As sementes foram depositadas sobre duas folhas e cobertas com uma terceira. Em seguida,
as folhas foram enroladas e depositadas em camaras de germinacdo BOD com umidade de 92% e temperatura de 25°C,
permanecendo nesta condicdo por um periodo de cinco dias, conforme normas descritas nas Regras para Analise de
Sementes (BRASIL, 2009).

Apos a emissdo da radicula, 100 sementes inoculadas com rizobactérias foram transplantadas para recipientes de 100
mL contendo areia lavada e autoclavada (Figura 1B). Além disso, 100 sementes das que foram anteriormente reservadas
sem germinacdo foram inoculadas com rizobactérias, e a outras 100 foram plantadas e posteriormente realizada a rega
com a solucdo de rizobactérias previamente preparada. Nos dois Ultimos casos, as sementes também foram colocadas
em recipientes de 100 mL contendo areia lavada e autoclavada. Para as testemunhas foram utilizadas sementes
germinadas e sem germinagdo, ambas sem a inoculacdo de rizobactérias, e rega no sulco com solugéo salina 0,85% sem
as rizobactérias.
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As raizes foram colocadas em tubos de 20 mL, que foi completado com 2 mL de agua destilada e esterilizada,
considerando entdo a dilui¢do de 1:10. Os tubos foram submetidos a agita¢do em agitador vortex por 1 minuto para
desagregacdo das células bacterianas e logo em seguida a suspenséo foi plaqueada em placas de Petri contendo meio
TSA. Estas foram incubadas em camara B.O.D a 28° e , ap6s 0 crescimento bacteriano, foram contadas as unidades
formadoras de col6nia (UFC). Dessa forma, foram avaliados 2 tempos de coloniza¢do, um aos cinco dias e outro aos
nove dias apds o plantio.

C. Anélise dos dados

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade por meio do programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2011).

Resultados e discussao

Os resultados para a avaliagdo da colonizagdo de raizes mostraram que ndo houve diferenca significativa (p>0,05)
quanto o método de dispensa de rizobactérias e quanto ao tempo de avaliacdo (5 e 9 dias ap6s a inoculagdo). Por outro
lado, houve diferenga significativa quanto aos isolados avaliados (p<0,05) (Tabela 1), sendo que as melhores médias
foram de 96 e 95 UFC para os isolados 68 e 79 respectivamente.

A melhor opcéo de dispensa das rizobactérias € a microbiolizacdo de sementes sem germinar, que € menos onerosa.
Geralmente, a dispensa de rizobactérias é realizada por microbiolizagdo de sementes (FERRAZ et al., 2015), sendo um
método que permite o inicio do processo de colonizacdo desde o langamento da radicula na semente. Desse modo, tal
método promove o melhor estabelecimento do microrganismo na planta (FERRAZ et al., 2008).

Conclusotes

A inoculacdo por microbiolizacdo de sementes (germinada e sem germinar) ou rega diretamente no sulco ndo
influencia na colonizacdo pelas rizobactérias, sendo a melhor opc¢do para futuros trabalhos em casa de vegetacdo a
inoculacéo por microbiolizagéo, que é menos onerosa.

O tempo de avaliacdo também néo influencia a colonizag&o pelas rizobactérias.

Os isolados 68 e 79 apresentam a melhor colonizagdo de raizes.
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Tabela 1. Médias do nimero de unidades formadoras de colonia (UFC) de mudas de feijoeiro cujas sementes foram microbiolizadas

com rizobactérias, isoladas de bananeira Prata-Ana.

Isolado Género/espécie mais UFC/Raiz*
relacionado

41 Bacillus amiloquefaciens 76 a
65 Bacillus amiloquefaciens 88c
168 9 d
170 85b
179 95 d
Testemunha 28¢e
CV (%) 2,54

*Meédias seguidas de diferentes letras diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
TIsolado em fase de identificag@o.

Figura 1. Metodologia utilizada para avaliar a colonizacéo de raizes de feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) por 5 isolados de
rizobactérias oriundos de raizes de bananeira “Prata Ani”. Germinacdo das sementes em folhas de papel (Germitest) umedecidas com
dgua destilada (A). Amostras representativas de um dos métodos de dispensa (microbiolizacdo de semente germinada,
microbiolizagdo de semente sem germinagao ou rega no sulco) para os cinco isolados mais a testemunha (B).



