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RESUMO

EFEITO DE RIZOBACTERIAS NO CRESCIMENTO INICIAL E COLONIZACAO DE
RAIZES DE ALFACE

Autor: Caren Petry Carazzo
Orientadora: Renata Canuto de Pinho
Local e data: Itaqui, 21 de junho de 2018.
A alface é uma hortalica folhosa que se destaca pelo plantio ser realizado o ano
todo. Contudo, pela demanda crescente de produgéo de alimentos, é necessario o
aumento da producdo de alface, e com isso, estdo sendo realizadas varias
pesquisas sendo um desses métodos, o uso de rizobactérias para estimular seu
desenvolvimento vegetal. Organismos selecionados da rizosfera, definidas como
bactérias com alta afinidade de abrangéncia, podendo ser capazes de desempenhar
diversas atividades relacionadas a promocdo do desenvolvimento de vegetal. O
objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de rizobactérias, no tratamento de sementes
de alface no crescimento inicial e na colonizacdo de raizes de alface. Os
experimentos foram conduzidos no Laboratdrio de Fitopatologia e Microbiologia do
Solo nos anos de 2017/2018, na Universidade Federal do Pampa — Campus Itaqui.
O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com 11
tratamentos e quatro repeticdes. O teste de promogao de crescimento realizado a
partir do tratamento das sementes com as rizobactérias, onde ocorreu a triplice
lavagem das sementes, em seguida as sementes foram adicionadas a uma
suspensao bacteriana em solugao (NaCl 0,85%) e concentragdo de OD540=0,5 e, foi
mantida sob continua agitagdo a 120 rpm por 5 minutos. Na semeadura foram
semeadas quatro sementes por potes contendo substrato. Acompanhou-se altura de
plantas, nimero de folhas e matéria seca. Para a Colonizacdo de raizes o teste in
vitro foi preparado com tubos de ensaio contendo agar-agua, agar (0,8%), e logo em
seguida autoclavados por 40min a 120°C, Para microbiolizacdo, as sementes foram
colocadas em tubo de ensaio contendo o agar-agua. Os tubos foram colocados em
B.O.D 28°C por 7 dias. Com base nos resultados pode-se concluir que os isolados
testados ndo promovem aumento de crescimento de mudas de alface e nao

colonizam o sistema radicular in vitro.

Palavras-chave: hortalica, Lactuca sativa, desenvolvimento vegetal.



ABSTRACT

EFFECT OF RIZOBACTERIA IN INITIAL GROWTH AND COLONIZATION OF
LETTUCE ROOTS
Author: Caren Petry Carazzo
Advisor: Renata Canuto de Pinho
Place and date: Itaqui, June 21, 2018.

The lettuce is a hardwood vegetable that stands out because the planting is carried out
all year round. However, due to the growing demand for food production, it is necessary
to increase the production of lettuce, and with this, several researches are being carried
out and one of these methods is the use of rhizobacteria to stimulate their plant
development. Organisms selected from the rhizosphere, defined as bacteria with high
affinity range, and may be able to perform various activities related to the promotion of
plant development. The objective of this work was to evaluate the effect of rhizobacteria
in the treatment of lettuce seeds on initial growth and colonization of lettuce roots. The
experiments were conducted at the Laboratory of Phytopathology and Soil Microbiology
in the years 2017/2018, at the Federal University of Pampa - Campus Itaqui. The
experimental design was a completely randomized design with 11 treatments and four
replications. The growth promotion test carried out from the treatment of the seeds with
the rhizobacteria, where the triple washing of the seeds occurred, then the seeds were
added to a bacterial suspension in solution (NaCl 0.85%) and concentration of OD540 =
0 , And was maintained under continuous stirring at 120 rpm for 5 minutes. At the
sowing, four seeds were seeded by pots containing substrate. Plant height, number of
leaves and dry matter were observed. For root colonization the in vitro test was
prepared with test tubes containing agar-water, agar (0.8%), and then autoclaved for 40
min at 120 ° C. For microbiolization, the seeds were placed in a test tube containing
agar-water. The tubes were placed in B.O.D. 28 ° C for 7 days. Based on the results it
can be concluded that the tested isolates do not promote growth increase of lettuce

seedlings and do not colonize the root system in vitro.

Keywords: vegetable, Lactuca sativa, plant development.
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1 INTRODUCAO

A alface se encontra na primeira posi¢cdo no setor de hortalicas, sendo a mais
consumida quando se fala em verduras, sendo também uma das mais cultivadas em
hortas residenciais, por poder ser cultivada o ano todo (ABCSEM 2017). Essa
elevada producdo se d& por conta do alto consumo em razdo de seu sabor
agradavel e seu fécil preparo. Essa cultura ainda vem ganhando, ano apos ano,
investimentos de empresas sementeiras e de grupos de pesquisa, visando a
obtencdo de novas variedades e também novas estratégias para elevar o sucesso
na producéao (FAEMG, 2015).

De acordo com Malavolta et al. (2002) a alface possui como caracteristica, ciclo
curto e alta produtividade, sendo muito atrativa aos horticultores. Segundo a
Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sdo Paulo (2016) é o décimo
oitavo produto mais comercializado, a alface crespa representa 43,3% do total de
54.272 toneladas comercializadas.

A demanda crescente pela producdo de alimentos, como consequéncia do
crescimento populacional, exige o desenvolvimento de novas tecnologias aplicadas
a agricultura para tornar esta atividade cada vez mais produtiva. Assim, nos ultimos
anos estdo sendo realizadas vérias pesquisas buscando aumentar a produtividade
da alface, sendo um desses métodos, 0 uso de rizobactérias para estimular seu
desenvolvimento vegetal. O uso de rizobactérias promotoras de crescimento de
plantas (RPCPs) pode constituir uma alternativa biolégica promissora para aumentar
a produtividade das culturas (COELHO et al., 2007; MARQUES et al.,, 2010) e
reduzir a entrada de fertilizantes nos agroecossistemas (ADESEMOYE; KLOEPPER,
2009).

Na cultura da alface, j& se observaram, em condi¢cdes de campo, aumentos
significativos na matéria fresca, quando as sementes foram tratadas com diferentes
rizobactérias como, Pseudomonas fluorescens, Bacillus pumilus e Azospirillum
brasilense (GASONI et al., 2002).
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2 OBJETIVO

O objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos de rizobactérias no tratamento de

sementes de alface, no crescimento inicial e na colonizacao de raizes.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cultura da Alface

A alface (Lactuca sativa L.) é uma planta herbacea, tem constituicéo fisica
fragil, com caule diminuto, ndo ramificado, ao qual se prendem as folhas. Esta
cultura apresenta grande diversidade e possui uma diversidade de cultivares lisas ou
crespas, fechando-se ou ndo na forma de uma “cabeca” (FILGUEIRA, 2008; CALBO,
2012).

Sua coloracdo varia do verde-amarelado até o verde-escuro, sendo que
algumas cultivares apresentam as margens arroxeadas. As raizes sdo do tipo
pivotante, podendo atingir até de 60 cm de profundidade, porém apresentam
ramificagOes delicadas, finas e curtas, explorando apenas os primeiros 25 cm de
solo (FILGUEIRA, 2008).

E uma olericola que pode ser cultivada tanto no campo quanto em ambiente
protegido, ocorrendo em praticamente todas as regides do Brasil, também
caracteriza-se por ser a principal hortalica folhosa consumida e comercializada,
tendo seu frescor e limpeza como as caracteristicas valorizadas pelo consumidor,
assim possuindo bom valor comercial (CARVALHO FILHO et al., 2009; SILVA et al.,
2016).

Segundo Lopes et al. (2010) estima-se que sejam cultivados anualmente
aproximadamente 30 mil hectares da cultura da alface. Nota-se a importancia deste
vegetal visto que em 2014 seu volume comercial chegou a 49.648 toneladas
(AGRIANUAL, 2016). Em uma pesquisa realizada por Ceagesp (2012) na cidade de
S&o Paulo, cada habitante consome quase dois quilos de alface por ano, sendo 40%

dos seus gastos totais com verduras, destinados a compra dessa hortaliga.
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De acordo com Sousa et al. (2014) o alface esta presente na dieta da maioria
dos brasileiros, em saladas e em sanduiches. Apresenta ainda vitaminas B1, B2, B5
e C, além de sais minerais como o ferro e o calcio. Possui ainda baixo valor em
calorias, sendo de facil digestdo (KATAYAMA, 1993).

E uma cultura que possibilita obtencdo de elevada produgéo por hectare, o
qgue faz com que seja uma atividade bastante adequada ao pequeno produtor, pois
ocupa pequenas éareas de producdo e produz em curto espaco de tempo
(OLIVEIRA, 2012; SOUSA, 2017).

3.2 Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs)

Na agricultura a inoculagdo de bactérias em culturas leguminosas é
amplamente utilizada, pois essas inoculacdes trazem a capacidade dessas bactérias
fixarem nitrogénio em associacdo com plantas dessa familia botanica
(SCHLINDWEIN, 2008). Entretanto, tem se verificado que as bactérias como
Pseudomonas fluorescens, Rizobium, Bradyrizobium, Bacillus subtilis, Azospirillum
brasilense, entre outros que também possuem a capacidade de atuar como
promotoras de crescimento vegetal (MELO, 2018).

Entre os organismos selecionados na rizosfera, salientam-se as rizobactérias
promotoras do crescimento de plantas (RPCPs), definidas como bactérias com alta
afinidade de abrangéncia no ambiente rizosférico, além de serem capazes de
desempenhar diversas atividades relacionadas & promoc¢éo do desenvolvimento das
plantas (CARDOSO & ANDREOTE, 2016).

As chamadas rizobactérias sdo consideradas como mecanismos alternativos
que melhoram as caracteristicas morfolégicas das espécies vegetais e também a
estrutura do solo. Elas também s&o capazes de manter a estabilidade do
ecossistema mediante sua influéncia na diversidade de espécies e comunidades
vegetais (READ, 1998; SAAVEDRA, 2017).

Estas bactérias sdo pertencentes a diferentes espécies e que, por meio de
mecanismos diversos, sdo capazes de solubilizar fosfato, atuar como antagénicas a
espécies patogénicas e produzir horménios vegetais, como as auxinas, contribuindo
para o crescimento das plantas (MOREIRA et al., 2010). Também s&o capazes de
realizar fixagdo bioldgica de nitrogénio e produzir sideroforos. Podem ainda atuar
através de mecanismos indiretos como antibiose, competi¢éo, reducéo de fitotoxidez

por metais pesados e inducao de resisténcia, garantindo o desenvolvimento do
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vegetal mesmo em condi¢des desfavoraveis (KAVAMURA, 2013; CERQUEIRA et
al., 2016).

Ao transcorrer dos anos varios estudos foram feitos, para avaliar o uso de
rizobactérias no incremento de produtividade em varias culturas, tais como para
milhno e soja, onde Fulchieri e Frioni (1994) descrevem um aumento na sua
produtividade de 5 e 30% dessas culturas, respectivamente.

Deuner et. al., (2001), realizaram a avaliacdo de 140 rizobactérias
selecionadas previamente nas condicdes in vitro quanto a capacidade de
colonizagdo do sistema radicular de plantulas de tomateiro para promogao de
crescimento em condi¢gdes in vitro. Trés rizobactérias apresentaram superioridade
em todos os parametros avaliados em relagéo ao incremento de altura de plantas,
namero de folhas, nimero de foliolos e peso fresco e seco da parte aérea e alguns
tratamentos resultaram em maior numero de botdes florais e de flores, mas este
efeito n&o foi tdo significativo, pois ndo foi o suficiente para aumentar o nUmero de

frutos aos 129 dias.

4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia e
Microbiologia do Solo nos anos de 2017/2018, na Universidade Federal do Pampa —
Campus Itaqui.

4.1 Experimento - 1: Promogé&o de crescimento

Para o tratamento com rizobactérias utilizou-se sementes obtidas do cultivar
Alface Crespa Palmas, que tem como caracteristica a possibilidade de semeadura
durante todo ano no Brasil, com maior tolerancia ao pendoamento, planta grande
com folhas de coloracéo brilhosa e folhas eretas (ISLA, 2018).

As sementes foram microbiolizadas com dez isolados rizobacterianos ja preé-

selecionados em testes de germinagao por Arns (2016) (Tabela 1).
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Tabela 1 — Isolados rizobacterianos obtidos da rizosfera de plantas de soja de

trés municipios - Uruguaiana/RS, ltaqui/RS e Macambara/RS.

Municipio Ponto de coleta Isolado
Uruguaiana/RS P1 U4; U13

ltaqui/RS P2 11;114; 116
Magambard/RS P3 M3; M6; M8; M9; M10

Fonte: Arns (2016).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 11
tratamentos sendo um controle, com cinco repetigdes.

As rizobactérias foram repicadas em placas de Petri contendo o meio MB1
(KADO & HESKETT, 1970), composto por Sacarose (10,0 g), Caseina &cida
hidrolisada (8,0 g), Extrato de Levedura (4,0 g), KH2PO4 (anidro) (2,0 g), MgSOQOa.
7H20 (0,3 g) e &gua destilada 1000 mL (Figura 1), e submetidas a condigbes
controladas em camara B.O.D a 28°C por 24h (ROMEIRO, 2007).

B e )

Fonte: Autora (2017).

Figura 1 - Rizobactérias em Placas de Petri.

Para o tratamento das sementes com as rizobactérias, estas foram
desinfestadas com hipoclorito de sédio a 1,5 % sob imersdo por 60 segundos,
seguida de triplice lavagem com agua esterilizada. Apés a limpeza, as sementes
foram dispostas sobre papel toalha para secagem.

Para a microbiolizagdo das sementes, foi preparada uma suspensao
bacteriana em solucdo salina (NaCl 0,85%) a partir das rizobactérias, na

concentracdo de ODs40=0,5 sendo ajustada no espectrofotbmetro.
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Foram utilizadas 20 sementes para cada tratamento que foram imersas na
suspensao bacteriana, onde foi mantida sob continua agitacdo, em agitador rotatério
de plataforma a 120 rpm por 5 minutos (modificado de BEZERRA et al., 2013).

Logo depois da microbiolizacdo realizou-se a semeadura onde foram
semeadas quatro sementes por recipientes previamente preenchidos por 250 mL, de
substrato comercial Mecplant®. Posterior a semeadura o experimento foi conduzido
em casa de vegetacdo onde foram realizadas irrigagfes diarias.

As avaliagBes realizadas nos meses de maio a julho e estas foram: altura de
plantas, niumero de folhas e matéria seca de parte aérea e raiz, conforme as
seguintes metodologias descritas a seguir:

Altura de plantas (AP) mensuradas com régua graduada, medindo-se da base

até o apice, expressando-se os resultados em cm (Figura 2).

p

onte: Autoa (2017).

Figura 2 — Avaliacd@o de altura da parte aérea e raiz de plantas de alface.

Numeros de folhas (NF) obtido pela contagem do numero de folhas de cada
planta (SANCHEZ, 2007).

Massa seca de parte aérea (MSPA) e massa seca de raiz (MSR): realizou-se
apos a mensuracdo da parte aérea aos 14 dias. As mesmas foram acondicionadas
em sacos de papel, separadamente, previamente identificados e colocadas para
secar em estufa a 65°C por 24 horas (NAKAGAWA, 1999), em seguida, foram

pesadas, obtendo-se os valores correspondentes a massa em gramas.
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4.2 Experimento 2: Colonizac&o de raizes de alface com rizobactérias

Para o teste de colonizacdo de raizes in vitro foram preparados tubos de
ensaio contendo agar-agua, agar (0,8%), ndo inclinado, e logo em seguida
colocados para autoclavar por 40min a 120°C (Romeiro, 2007).

A microbiolizagdo de sementes foi realizada conforme o item 4.1. Apds o
tratamento de sementes estas foram colocadas em tubos de ensaio contendo o

agar- agua. Os tubos foram colocados em B.O.D, a 28°C por 7 dias (Figura 3).

A () ©
Figura 3 — Microbiolizacdo de sementes de alface com rizobactérias em mesa agitadora
(A). Transferéncia das sementes do erlenmeyer para o tubo de ensaio na camara de fluxo
laminar (B). Sementes tratadas com as bactérias nos tubos de ensaio (C).

Os tubos foram examinados apds sete dias com uma lupa para melhor
visualizacdo da possivel ocorréncia de colonizagdo radicular. Avaliacdo ocooreu

apos 14 dias.

4.3 Andlises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia pelo teste
F(p<0,05), e as médias de cada tratamento foram agrupadas pelo Teste de Scott-

Knott a 5% de probabilidade com o auxilio do programa SISVAR (FERREIRA, 2011).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para as varidveis numero de folhas (NF) e comprimento de parte aérea
(CPA), ndo houve diferenca significativa em relagéo a testemunha. Para massa seca
de raiz (MSR) e massa seca de parte aérea (MSPA), alguns isolados foram inferior a
testemunha. Apenas para crescimento de raiz (CR) alguns isolados foram superiores
a testemunha, no entanto, a MSR néo apresentou 0 mesmo comportamento (Tabela
1).

Tabela 2 — Efeito de rizobactérias em sementes de alface na promocéo de

crescimento e colonizag&o de raizes in vitro.

Colonizacéo
Tratamentos  NF! MSR?  MSPA3 CR* CPA> _ s
radicular®

Testemunha 6,0a 0,26a 0,72a 12,66b 17,38a -

11 7,0a 0,13b 0,57a 18,00a 19,40a -
114 7,8a 0,05b 0,28b 14,48b  16,60a -
116 7,0a 0,12b 0,67a 18,96a  19,00a -
M3 7,6a 0,11b 0,55a 18,40a 18,40a -
M6 7,2a 0,09b 0,63a 18,38a  19,10a -
M8 7,6a 0,13b 0,61a 20,20a  19,50a -
M9 6,0a 0,22a 0,65a 14,80b  18,20a -
M10 7,8a 0,09b 0,65a 19,48a  20,20a -
uU13 6,6a 0,14b 0,53a 14,20b 17,40a -
U4 6,2a 0,09b 0,60a 19,28a  19,60a -

CV (%) 9,83 47,5 30,65 20,06 9,79 -

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott Knott a
5% de probabilidade de erro. * Nimero de folhas; 2 Massa seca de raiz (g); 3 Massa seca de parte
aérea (g); *Comprimento de raiz (cm); > Comprimento de parte aérea (cm); (-) ndo colonizado.

Durante as avaliagbes observou-se que apesar do comprimento de raizes
para alguns isolados serem maiores que a testemunha, verificou-se apenas a
presenca da raiz pivotante sem raizes secundarias, justificando assim a menor

matéria seca das plantulas dos isolados M6, M8, M10 e U14.
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Em relacdo a colonizagdo de raizes, nenhum dos isolados testados foram
capazes de colonizar o sistema radicular de plantas de alface (Tabela 2 e Figura 4).
Estes resultados corroboram com os dados apresentados anteriormente, pois,
segundo Freitas (2003), para que uma rizobactéria seja eficiente em condi¢des reais
de cultivo, ela deve colonizar o sistema radicular da planta hospedeira e ser capaz

de competir com bactérias nativas dos mais diversos tipos de solos.

Fonte: Autora (2018).

Figura 4 — Auséncia de colonizacédo radicular em plantas de alface crescidas em meio de
cultura, no tubo de ensaio.

7

A capacidade de sobrevivéncia das bactérias € a partir da utilizacdo de
exsudatos radiculares, estabelecendo com isto, uma relagéo que garante a interacao
do micro-organismo com a planta de maneira benéfica (HABE & UESUGI, 2000
apud GASONI, 2003). Como né&o foi observada essa interacdo tanto no tratamento
de sementes para producédo de mudas quanto para o teste de colonizac¢do in vitro,
acredita-se que as rizobactérias testadas ndo conseguiram estabelecer essa relacédo

benéfica com as plantas de alface.
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Segundo Arns (2016), foram feitos testes de germina¢céo em sementes de soja,
e foi oobservado que os mesmos isolados testados (116, U13, U4, M3, M10 e M6),

interferiram de forma negativa.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados pode-se concluir que os isolados testados néo
promovem aumento de crescimento de mudas de alface e ndo colonizam o sistema

radicular in vitro.
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