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RESUMO

O isolamento de bactérias diazotrdficas endofiticas em plantas é uma estratégia de
grande importancia na agricultura, devido ao potencial dessas em fixar nitrogénio, promover o
crescimento de plantas. Assim, o presente trabalho teve como objetivo testar e avaliar a
capacidade de isolados de bactérias diazotréficas endofiticas em promover o crescimento
vegetal de plantulas de girassol (Helianthus annuus) cultivadas in vitro. Apds sucessivas
repicagens em meios de cultura seletivos, 8 isolados foram selecionados para o teste de
promocao de crescimento in vitro. Para a obtencdo das plantulas, sementes previamente
desinfestadas foram colocadas em tubos Falcon contendo meio MGC. Apds 15 dias, as
plantulas foram cortadas 2 cm abaixo dos cotilédones e transferidas para frascos com meio
MS suplementado com 100 mg.L"' de AIA, para manutencio das plantulas. Passados, 15
dias, procedeu-se repicagem dos explantes para meio MGC contendo os isolados. Apds, 25
dias, avaliou-se o peso de matéria vegetal fresca total, assim como o nimero e tamanho foliar,
além do crescimento radicular. Os isolados AZOSP e 11001BR apresentaram resultados
satisfatorios quando comparados aos demais, levando-nos a inferir que bactérias diazotréficas
podem ser utilizadas como modelo de estudo de interacdo planta-microrganismos em

condic¢des de Cerrado para o girassol.

Palavras-chave: Helianthus annuus, bactérias fixadoras de nitrogénio, cultura de tecidos

vegetais.
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1 INTRODUCAO

O girassol (Helianthus annuus L.) € cultivado em todos os continentes, numa area
aproximada de 18 milhdes de hectares, e destaca-se como a quarta oleaginosa na produgdo de
graos e a quinta em area cultivada no mundo, correspondendo por 13% de todo o 6leo vegetal
produzido (SMIDERLE, 2002). Essa oleaginosa apresenta caracteristicas agrondmicas
importantes, incluindo a resisténcia a seca, ao frio e ao calor (GOMES et al., 2008). Esses
fatores conferem a cultura maior adaptabilidade as diferentes condi¢des edafoclimaticas
encontradas, principalmente, em solos tropicais, o que favorece sua expansdao em regides
como a do Cerrado.

Esta oleaginosa apresenta diferentes potencialidades, podendo ser utilizada como 6leo
comestivel, pois seus aquénios possuem elevado teor de 6leo (40-45%), como grao para
silagem ou farelo para alimentacdo animal, grdo para confeitaria e como planta ornamental, ja
que existem diferentes hibridos de girassol colorido. H4 relatos de seu uso na produgdo de mel
(BRIGHENTT, 2003).

Atualmente, a utilizacdo da biomassa vegetal para fornecer energia tem sido
fundamental para o desenvolvimento da civilizagdo com uma perspectiva futura otimista para
o cendrio energético mundial (VASUDEVAN et al., 2005). No Brasil, a cultura do girassol
vem despertando o interesse de agricultores, técnicos e empresas, devido a possibilidade de se
utilizar o 6leo produzido pelos aquénios na fabricag¢ao de biodiesel (BACKES et al., 2008).

Quanto as exigéncias agrondmicas, o girassol precisa ser cultivado em solo com alta
fertilidade, e essa necessidade nutricional varia em funcdo da fase de desenvolvimento em que
se encontra, sendo que o periodo apds a formagao do botdo floral até o final do florescimento
coincide com o maior crescimento da planta e maior demanda de nutrientes (CASTRO;
OLIVEIRA, 2005). Com o seu sistema radicular profundo e vigoroso, a absor¢do de
nutrientes das camadas mais profundas € favorecida, ciclando e extraindo grandes quantidades
de nitrogénio (N), fésforo (P) e potassio (K) do solo.

Castro e Oliveira (2005) afirmam que, para a cultura do girassol, o nitrogénio € o
segundo nutriente mais requerido, absorvendo 41 kg de N para 1000 kg de graos produzidos,
podendo ser tanto fornecido via adubagdo quanto através de restos culturais, exportando 56 %

do total absorvido. Blamey et al. (1997) afirma que o nitrogénio é o maior limitante



nutricional na produtividade do girassol, proporcionando reducdo de até 60 % de seu
potencial de produ¢do em decorréncia da sua baixa disponibilidade no solo.

Entre os sistemas bioldgicos capazes de aproveitar o nitrogénio diretamente da
atmosfera, um exemplo eficiente € a fixacao bioldgica de nitrogénio (FBN), ou seja, a reducao
enzimatica de N, a amodnia, que contrabalanceia a reagcdo bioldgica de perda de N dos solos e
ecossistemas sendo esta transformagdo realizada pela enzima nitrogenase (EADY;
POSTGATE, 1974).

Um exemplo do sucesso de FBN € o que ocorre em plantas de leguminosas associadas
com bactérias diazotréficas, com destaque ao sistema de producdo da cultura da soja no
Brasil. Os relatos na literatura, também, mostram a ocorréncia da fixacdo de nitrogénio em
plantas nao-leguminosas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2002; RAVEN et al., 2001).

O nitrogénio fixado por bactérias assimbidticas pode ndo estar disponivel
imediatamente para o crescimento das plantas, porém estas podem se beneficiar a longo
prazo. Contudo, alguns diazotréficos tém sido demonstrados com potencial considerdvel
como microrganismo promotor de crescimento (PGPB) por outros mecanismos, tais como a
sintese de fitohormdnios ou competi¢ao com patégenos (DOBBELAERE et al., 2003).

Assim, o crescimento induzido nas plantas quando em contato com as bactérias, pode
ser testado utilizando-se de cultura de tecidos vegetais. Esta técnica é uma ferramenta que
permite a manipulacio de explantes (fragmentos de tecidos vegetais) e inducdo de
crescimento e/ou diferenciac@o dos tecidos em ambiente asséptico.

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade de isolados de
bactérias diazotroficas endofiticas em promover crescimento vegetal de plantas de girassol

cultivadas in vitro.



2 REVISAO DE LITERATURA

A drea cultivada com girassol bem como o seu rendimento por hectare vem
aumentando, sendo safra de verdo no Rio Grande do Sul (julho-agosto) e no Parana (agosto-
outubro); ou “safrinha”, o que possibilitou uma maior expansio (fevereiro/marco), no
sudoeste de Goiads, no Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, no Norte e Oeste do Parana e Sdo
Paulo e em Roraima (maio-junho). A regido com potencial para expansao do girassol no pais
coincide com a drea cultivada de soja ja existente (CASTRO; OLIVEIRA, 2005).

De acordo com o levantamento realizado pela Companhia Nacional de Abastecimento
para a safra 2010/2011, o Estado de Mato Grosso é o maior produtor nacional de girassol,
com uma drea cultivada de 40,5 mil hectares e produtividade correspondente a 1407 kg. ha™
(CONAB, 2011).

Segundo Brighenti (2003), os principais entraves a produgdo recaem sobre a falta de
tecnologia de producao de girassol sob piv0, escassez de hibridos precoces e com elevado teor
de 6leo, poucos estudos sobre o controle de insetos-pragas e doencas, destino dos subprodutos
da producao de biodiesel na alimentacdo animal, falta de zoneamento agroclimadtico para risco
de déficit hidrico e de doencgas; as acdes reduzidas em transferéncia de tecnologia; e as
dificuldades no registro de produtos (herbicidas, fungicidas e inseticidas). Além disso, a
escassez de estudos voltados para o uso de bactérias promotoras de crescimento, hormonios e
o emprego de técnicas biotecnoldgicas impedem um pleno desenvolvimento e expansao da
cultura.

No Brasil, os fertilizantes nitrogenados representam o0 maior custo entre oS
fertilizantes, ja que sua compra ndo ¢é subsidiada e a quantidade requerida pela planta € uma
das maiores em relacdo aos outros macronutrientes, a exemplo do fésforo e potdssio
(TEIXEIRA et al., 2005). Além disso, o uso excessivo de fertilizantes nitrogenados representa
risco de contaminagdo ambiental. Assim, o reconhecimento da importancia da microbiologia
do solo e a busca de alternativas para diminuir o consumo de fertilizantes nitrogenados, sem
que haja diminuicdo da produgdo, levaram a intensificacdo de pesquisas quanto ao
aproveitamento eficiente do nitrogénio atmosférico (GRAHAM; VANCE, 2000).

A fixagdo bioldgica do nitrogénio (FBN) é, depois da fotossintese, o processo mais
importante no planeta, ja& que em alguns casos, a FBN pode suprir quase toda a demanda de

nitrogénio necessdria ao desenvolvimento da planta, considerando-se os padrdes de producao
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da plantas cultivadas. Na natureza, somente alguns microrganismos procariotos conhecidos
como diazotréficos ou fixadores de nitrogénio, sdo capazes de realizar este processo que €
estimado por contribuir entre 90 e 130 Tg de N por ano em ecossistemas terrestres (CANUTO
et al., 2003).

As bactérias fixadoras de nitrogénio em associacdo com gramineas ganharam
destaque, principalmente, com a descoberta de que dentre estas, o género Azospirillum
colonizavam os tecidos internos das raizes, indicando que sua interacdo com a planta poderia
resultar em um maior potencial de exploragiio agricola (DOBEREINER et al., 1995).

Baldani et al. (1997) constataram que as bactérias diazotréficas de plantas nao
leguminosas podem ser agrupadas em trés categorias: organismos rizosféricos, endofiticos
facultativos e endofiticos obrigatdrios. Na primeira categoria estdo todas as espécies que
colonizam as raizes superficialmente. Os microrganismos endofiticos facultativos sdo aqueles
capazes de colonizar raizes interna e externamente € o terceiro grupo, tido como de maior
importancia, os que colonizam o interior de raizes e também a parte aérea das plantas ndo
leguminosas.

Os organismos diazotréficos endofiticos podem contribuir para a nutricdo da planta,
seja através do processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio atmosférico ou da producio de
fitohormdnios que atuam no aumento do sistema radicular das plantas (BARRAQUIO et al.,
1997; KIRCHHOF et al., 1997; SUMAN et al., 2001). Assim, os mecanismos envolvidos na
promocao do crescimento de plantas por bactérias endofiticas podem ser divididos em diretos
e indiretos.

Quando o estimulo do crescimento das plantas € direto, o microrganismo produz
fitormOnios ou substincias andlogas destes reguladores capazes de estimular o
desenvolvimento da planta (BASHAN; HOLGUIN, 1997). Quando o efeito é indireto, o
crescimento é estimulado pela redu¢do da populacdo de microrganismos deletérios ou
patogénicos as plantas, ou seja, pelo controle biolégico de fitopatdgenos (HALLMANN et al.,
1997).

Outro fator que contribui para o crescimento das plantas € a capacidade de algumas
bactérias endofiticas de melhorar a disponibilizacdo e aumentar a absorcdo de nutrientes
minerais e dgua (HALLMANN et al., 1997; LAZAROVITS; NOWAK, 1997). Schloter e
Hartmann (1998) citam o género Azospirillum, como microrganismo capaz de secretar
fitormonios, principalmente auxinas, e promover o aumento da absorc@o de nutrientes e agua,

com conseqiiente crescimento da planta.



11

Algumas associacOes destacam-se pelas grandes perspectivas para a exploracao
biotecnolégica, dentre elas citam-se Frankia — Angiospermas, Azolla — Anabaena,
Azospirillum — gramineas (cereais e forrageiras) e Acetobacter — cana de agucar. A inoculacdo
com Azospirillum pode reduzir a adubacado nitrogenada em até 50% (SIQUEIRA; FRANCO,
1988). Em culturas como as de trigo, arroz e milho, tém-se relatado o potencial de algumas
bactérias diazotrdficas endofiticas em fornecer parte da demanda nutricional de nitrogénio
(KNAUTH et al., 2005).

Bactérias nao-simbidticas dos géneros Azotobacter, Azotococcus, Beijerinckia e
Clostridium sao capazes de fixar nitrogénio. Os trés primeiros géneros sdo formados por
bactérias aerdbicas, enquanto Clostridium é uma bactéria anaerdbica. Todos esses géneros sao
de bactérias sapréfitas comumente encontradas no solo, onde realizam a oxidacdo da matéria
organica para obtengdo de energia empregada no processo de fixacdo. Estima-se que essas
bactérias, provavelmente, adicionam cerca de 7 kg de N.ha"! de solo a cada ano (RAVEN et
al., 2001).

A grande evolug¢do nos estudos de taxonomia das bactérias diazotréficas levou a
descricdo de um grande nimero de novos géneros e espécies. Em 2002, a Colecao de Culturas
da EMBRAPA Agrobiologia era depositaria de mais de 7.000 isolados provenientes de
diversos estudos ecoldgicos, sendo que 71% eram estirpes de Rhizobium, Bradyrhizobium,
Mesorhizobium, Azorhizobium e Sinorhizobium isoladas de diversas espécies de leguminosas
de graos, forrageiras e espécies arboreas, especialmente da Mata Atlantica e Amazonia; 25%
com estirpes de Azospirillum, Herbaspirillum e Burkholderia, isoladas de trigo, arroz, sorgo,
dendé, abacaxizeiro e bananeira e de Acetobacter, isoladas de cana-de-actcar e batata-doce.
Também, estdo presentes culturas de Azotobacter, Azoarcus, Beijerinkia e outras obtidas por
intercambio com cole¢des de diversos paises; e 4% com culturas modificadas geneticamente
para estudos com diferentes finalidades (PITARD, 2002).

A possibilidade de se obter novas plantas a partir de explantes depende de diversos
fatores como a composi¢cdo do meio de cultura, e inclusive a parte da planta usada para
obtencdo dos explantes (FABIJAN et al., 1981). J4, a capacidade de regeneracdo de girassol
in vitro, provenientes de diferentes partes de material vegetal, tem sido investigado por varios
autores (CARRETO et al., 2002; CHARRIERE; HAHNE, 1998; CHARRIERE et al., 1999;
GRECO et al., 1984; KRAUTER; FRIEDT, 1991; PATERSON; EVERETT, 1985).

Segundo Maciel et al. (2000), a propagacdo in vitro é uma técnica de cultura de

tecidos bem sucedida e propicia vantagens sobre os métodos convencionais de propagacao,
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permitindo a obtencdo em curto espaco de tempo e em qualquer época do ano, de um grande
nimero de plantas de boa qualidade fitossanitdria e autenticidade vegetal.

Raven et al. (2001) realizaram testes de promocao de crescimento vegetal utilizando o
cultivo in vitro das plantulas, para verificar a capacidade dos isolados em promover o
crescimento de determinadas gramineas, de forma estéril, controlada, em qualquer época do
ano e em pequenos espacos fisicos. Além disso, o cultivo em meio artificial visa eliminar os
fitopatégenos das plantulas e, assim, permite que as bactérias colonizem as plantas sem
competi¢do com outras bactérias (CASSELLS, 1991).

Martinez et al. (2003) a partir de plantas de banana cultivadas em campos do México,
isolaram e caracterizaram bactérias endofiticas diazotréficas, e observaram a ocorréncia de
aumentos significativos dos pesos de folhas e de pseudocaule fresco ao inocular alguns
isolados.

O mecanismo de promocdo de crescimento vegetal por microrganismos endofiticos,
ainda, necessita de mais estudos para melhor entendimento dos fatores das relacdes ecoldgicas
envolvidas. Mas sabe-se que a interagdo entre o genétipo da planta e a comunidade endofitica
promotora de crescimento, pode aumentar a producio da planta (AZEVEDO; ARAUJO,
2008).

Na regido do Triangulo Mineiro, onde se encontra uma parte do segundo maior bioma
do pais, o Cerrado do Brasil, ainda ndo se conhece por inteiro a ocorréncia, distribuicao e
abundancia de espécies de bactérias diazotroficas associativas com plantas cultivadas no
cerrado. O conhecimento da ecologia das bactérias diazotréficas com plantas do cerrado pode
gerar informacdes e produtos de interesse na agricultura e também na preservacdo do meio

ambiente.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Germinaciao e cultivo in vitro de sementes de girassol

Cinquenta gramas de sementes de girassol foram imersas durante toda a noite em
solugdo de Benomyl (1 mg.mL™) sob agitacio constante (Figura 1). Posteriormente, foram
lavadas com dgua estéril e devidamente desinfestadas com etanol 70 % durante 1 min e
hipoclorito de sédio (NaClO) a 2,5 % por 8 min. Apds lavagem em dgua estéril por trés vezes,
as sementes foram transferidas assepticamente para tubos Falcon (50 mL) contendo meio
nutritivo MGC (Anexo 1), em camara de fluxo laminar. Em seguida, os tubos contendo as
sementes, foram mantidos em sala de crescimento a 25 + 1°C, sob irradiancia de 35 mmol m’

2 s, fornecida por lampadas fluorescentes brancas de 16 W (Figura 2).

Figura 1 - Sementes de girassolersas eﬁl solugdo de éga com fungicida
Benomyl (1 mg. mL™), e deixadas sob agitacdo overnigth.
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Figura 2 - Sementes de girassol submetidas ao cultivo in vitro, em meio MGC
em sala de crescimento. A — Visdo do material nas prateleiras da
sala de crescimento; B — Detalhe do Tubo Falcon contendo semente
germinando.

Ap6s 2 semanas, visando a manutencio e obtencdo de clones das plantulas de girassol,
procedeu-se o manuseio de forma asséptica das mesmas em camara de fluxo laminar. Assim,
realizou-se o corte de cada individuo, aproximadamente 2 cm abaixo dos cotilédones, e
posteriormente, os explantes foram transferidos para frascos contendo meio MS (Anexo 1)
suplementado com 100 mg.L"' de AIA (4cido indol-3-acético), e levados para sala de

crescimento, sob condi¢des controladas de luz e temperatura.

3.2 Ensaio in vitro com os isolados

O bioensaio seguiu o delineamento inteiramente ao acaso com dez tratamentos € cinco
repeti¢des. Os isolados foram 702, 703, L16.2, LP8, LP1, REC 14B, AZOSP da colecdo do
Laboratério de Microbiologia Agricola, da Universidade Federal de Uberlandia
(LAMIC/UFU), mantidos em glicerol 10% a -4°C e 11001 BR, pertencente a Colecdo de
Culturas da EMBRAPA Agrobiologia. Conforme descrito por Dobereiner et al. (1995), para a
obtencdo destes indculos, coldnias puras de bactérias diazotréficas foram isoladas de raizes
desinfestadas superficialmente de plantas de algoddo cultivadas no Cerrado. O ensaio
continha também dois controles: negativo, sem AIA e/ ou isolados; e positivo, apenas com

AIA (1 mg. L.
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Previamente, realizou-se a ativagdo dos isolados, repicando-os assepticamente para
tubos contendo meio DYGS (Anexo 1), e incubado-os por 48 horas em BOD a 30°C. Apés o
crescimento da coldnia, inoculou-se 100ul de suspensdo bacteriana em frascos de vidro
contendo meio MGC, ainda nio solidificado.

Ap6s inoculagdo dos isolados no meio de cultura, as plantulas cultivadas in vitro
foram utilizadas para o teste de indug@o de crescimento com as bactérias selecionadas. Desse
modo, em cimara de fluxo laminar, as mesmas sofreram a excisdo do sistema radicular e
foram transferidas para os meios.

Os frascos foram mantidos em BOD sob fotoperiodo de 12 h, a 25 + 1°C, e irradiancia
de 35 mmol.m™.s’ por aproximadamente 25 dias, sendo que avaliou-se de 7 em 7 dias, as
caracteristicas como: tamanho e quantidade de folhas emergentes; necrose e/ou oxidagao;
crescimento de raiz e contaminagdo. Foi realizada uma classificagdo para a avaliagdo do
tamanho foliar, que variou de notas de 0 a 4, sendo 0 quando n@o houve crescimento foliar, 1
quando seu tamanho era pequeno (até 1lcm), 2 quando era mediano (de 1 a 1,5 cm), 3 quando
era grande (de 1,5 a 2 cm) e 4 quando era muito grande (acima de 2 cm). Realizou-se,

também, a determinagdo da massa fresca vegetal total (incluindo os cotilédones).

3.3 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a uma analise de variincia e as médias comparadas pelo

teste de Tukey (p < 0,05) com auxilio do programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Germinacao e cultivo in vitro de sementes de girassol

O teste de germinagdo com sementes de girassol apresentou resultados satisfatorios,
uma vez que o protocolo escolhido para a desinfestacdo das sementes mostrou grande
eficiéncia, sendo observada uma porcentagem de contaminag¢do muito baixa, inferior a 1%.
Resultados semelhantes foram observados por Silva et al.(2008) para germinagdo de sementes
de algodao.

Segundo Silva et al. (2008) no processo de desinfestacdo de sementes, o etanol e os
compostos a base de cloro sdo as substidncias com agdo germicida mais utilizadas neste
processo. Porém, no presente trabalho, a utilizacdo de uma solucio de 4gua com Benomyl sob
agitacdo “overnigth”, antes do processo de desinfestacao das sementes de girassol mostrou-se
como um acréscimo importante a técnica, ja que o tratamento das sementes com o fungicida
proporciona uma menor contamina¢do do que apenas a utilizagdo de etanol e hipoclorito de
sodio.

Para desinfestacdo de sementes de sorgo cultivadas “in vitro”, Brandao et al. (2005)
utilizaram etanol 50% durante 10 min e lavadas em dgua corrente por 30 min. Em seguida,
foram desinfestadas superficialmente com hipoclorito de sédio 50% acrescido de Tween 20 a
0,01% durante 30 min, e lavadas em 4gua esterilizada por 5 min e 3 vezes.

Nos testes de germinacgdo in vitro geralmente utiliza-se o meio MS (GOLLE, 2007;
PINHEIRO et al., 2001; SILVA et al., 2005), j4 que o0 mesmo possui uma formulagdo rica em
nutriente muito utilizada em cultura de tecidos de plantas, apresentando altos niveis de nitrato,
potassio e amonio (GUERRA; NODARI, 2008).

Porém, Silva et al. 2008, ao padronizar o cultivo de sementes de algoddo in vitro,
observou que as plantulas obtidas em meio MS nao eram vigorosas como o desejado, e, optou
pela utilizacdo de um meio de cultura mais simples em sua composi¢do, o Meio para
Germinacdo de Cotton (MGC). Este meio apresenta como um de seus diferenciais a
quantidade de sacarose disponibilizada e a sua menor concentracdo de sais quando comparado

com o meio nutritivo MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962).
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O meio nutritivo MGC atendeu as necessidades para o desenvolvimento inicial das
plantulas de girassol, sendo obtido excelente resultado quanto ao estabelecimento in vitro das
plantulas, e um indice de germinagdo igual a 80%. Verificou-se um tempo médio de duas
semanas para a obten¢do das plantulas.

Camilo et al. (2009) em seu estudo com o cultivo de berinjela in vitro, observou uma
diferenca significativa entre a taxa de germinacdo de plantulas em meio MGC e meio MS,
sendo que o meio MGC apresentou-se como o mais adequado para a germinagado in vitro de
berinjela cv. “Embu”, com indices de germinacdo semelhantes aos encontrados para as
sementes de girassol.

Ja os explantes transferidos para frascos contendo meio MS suplementado com 100
mg.L'1 de AIA, desenvolveram-se de forma satisfatéria. A alta concentragao de fitohormonio
acrescida ao meio nutritivo possibilitou a abundante emissao de pélos absorventes (Figura 3),

e rapida obtencdo dos clones necessdrios para os bioensaios.

Flgura 3 - Manutenc¢do de plantulas de girassol in vitro. A — Explantes em
frascos contendo meio MS suplementado com 100 mgL"' de
AIA; B — Detalhe da plantula emitindo pélos absorventes
(indicados pelas setas).

Os frascos foram verificados diariamente e os que apresentaram contaminagdo foram

descartados. O meio MS se mostrou satisfatorio para a manutengdo das plantulas in vitro.
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4.2 Ensaio in vitro com os isolados

Observou-se que apds acondicionamento em BOD, alguns frascos do bioensaio em
meio MGC (Figura 4) apresentavam um crescimento micelial (Figura 5), evidenciando a
contaminacgdo, possivelmente, durante o manuseio e/ou transferéncia ou dos explantes. Além

disso, notou-se necrose de algumas plantulas que foram posteriormente descartadas.

Figura 4 - Plantulas de girassol transplantadas para meio MGC e mantidas em
condig¢des constantes de temperatura e iluminacao.

Figura 5 - Plantulas de girassol em meio nutritivo contaminado por fungos (A e B).

Analisando os dados obtidos e as figuras a seguir, podemos verificar que quanto ao
nimero de folhas, enraizamento e tamanho foliar das plantulas os tratamentos apresentaram

diferengas significativas entre si. J4 em relacdo ao peso de massa fresca total os tratamentos
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utilizados nado diferiram entre si. Notou-se também que os melhores resultados foram obtidos
com o controle positivo (AIA 1 mg.L'l).

Observa-se na Figura 6, que para o nimero de folhas os valores apresentaram
diferengas significativas entre si, destacando-se o tratamento controle positivo (AIA 1 mg.L"
", que ndo diferiu estatisticamente dos tratamentos AZOSP (Azospirillum sp.), seguidos pelo
isolado 11001 BR (Azospirillum amazonenses) e controle negativo (sem AIA e/ou isolado).

Enquanto os que apresentaram piores resultados foram os tratamentos 703 e LP1.
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Figura 6 — Numero médio de folhas (NF) das plantulas de girassol no bioensaio
apos 25 dias de incubagdo em camara de crescimento, BOD. As médias
seguidas pela mesma letra ndo diferiram estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% probabilidade.

Porém, dentre os isolados obtidos das raizes de algoddo, e pertencentes a cole¢do do
Laboratério de Microbiologia Agricola — LAMIC/UFU, observou-se desempenho
considerdvel dos isolados Recl4B, LP8, L16.2 e 702, que ndo diferiram entre si para a

variavel analisada.
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Quanto ao tamanho foliar (Figura 7) os tratamentos diferiram entre si, sendo o0s
maiores valores alcancados pelos controles: positivo (AIA 1 mg.L'l) e o menor pelo isolado

702.
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Figura 7 — Tamanho foliar (TF) médio das plantulas de girassol no bioensaio apds
25 dias de incubacdo em camara de crescimento, BOD. As médias
seguidas pela mesma letra ndo diferiram estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% probabilidade.

Apesar de ndo terem diferido estatisticamente dos outros isolados, Rec14B e LP1
apresentaram considerdvel incremento ao tamanho de folhas de girassol frente aos demais

isolados do LAMIC/UFU.
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Ja o enraizamento foi detectado em alguns tratamentos, destacando-se o controle

positivo e o AZOSP (Figura 8 € 9).

Enraizamento

|

- /' . P
Figura 8 — Visdo externa do fundo do frasco de vidro exibindo enraizamento da

plantula de girassol. A — Enraizamento induzido por meio MGC
suplementado com AIA (1 mg.L'1 ); B — Enraizamento induzido por
meio MGC inoculado com isolado AZOSP (Azospirillum sp.).
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Figura 9 — Enraizamento dos explantes no bioensaio apds 25 dias de incubagdo em
BOD. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferiram
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% probabilidade.
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Pode-se inferir, portanto, que o aumento no comprimento das raizes, observado neste
estudo, pode ter ocorrido em conseqiiéncia da producdo de AIA pelos isolados testados.
Segundo Khalid et al. (2004), a produ¢do de AIA em meio de cultura estd positivamente
correlacionada com o aumento radicular de plantas de trigo cultivadas em vasos.

Ainda que os resultados referentes ao peso de massa fresca total ndo tenham diferido
entre si, os tratamentos controle positivo e os isolados AZOSP e 11001 BR apresentaram

valores superiores aos demais (Figura 10).
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Figura 10 — Pesos de massa fresca vegetal total (PMFV) médios no bioensaio 1
apdés 4 semanas de incubacdo de plantulas de girassol em BOD. As
médias seguidas pela mesma letra ndo diferiram estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey a 5% probabilidade.

Observou-se que para as varidveis analisadas o controle negativo (sem isolado e/ou
AIA) mostrou-se muitas vezes com desempenho superior aos demais tratamentos. Podemos
inferir que tal comportamento, se deve a uma competicdo estabelecida entre explantes e
isolados em cada recipiente, o que possivelmente acarretou um desenvolvimento deficiente
das plantulas. J4 no controle negativo, ndo ha qualquer tipo de competi¢cdo, favorecendo o

bom desenvolvimento da plantula em meio de cultura.
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Os efeitos positivos da inoculacio de alguns isolados de bactérias no crescimento de
plantas podem estar associados ao processo de FBN, a sintese de hormonios de crescimento
produzidos pelas bactérias ou mesmo a um efeito sinergéstico destes fatores atuando nos
diferentes estddios de desenvolvimento da planta (CANUTO et al., 2003). Estudos de vérios
autores mostraram que a promog¢do de crescimento diretamente pela producdo de
fitormOnios e aumento da disponibilidade de nutrientes pela fixacdo de nitrogénio ou
solubilizacao de fésforo (KLOEPPER, 1993; NEHL et al. 1996; WHIPPS, 2000).

Teste de isolados de bactérias endofiticas em cafeeiro, comprovou para alguns desses
isolados, que houve promocao de crescimento da planta. Diferentemente do presente trabalho,
Sakiyama (2001) utilizou o reisolamento de isolados para a verificacdo de que os mesmos
haviam promovido o crescimento.

Sala et al. (2005) em testes com gendtipos de trigo, constataram a presenca de
bactérias diazotroficas endofiticas e concluiram que os beneficios causados poderiam ser
devido a producdo de fitormonios e ndo somente a fixacdo bioldgica do Ny.

Para a promog¢do de crescimento vegetal em eucalipto, os autores observaram em
varios clones, que a multiplicacdo vegetativa ja ocorre com condi¢des suficientemente
favoraveis para a expressdo do maximo de enraizamento e crescimento, ndo sendo, portanto
possivel obter ganhos com o processo de aplicacdo de rizobactérias no substrato utilizado na
producdo de mudas (MAFIA et al., 2007).

Junior et al. (2000) apds levantamento da ocorréncia de bactérias diazotréficas
associadas a quatro diferentes gendtipos de cultura de cana-de-agicar, encontraram
Azospirillum lipoferum, A. brasilense, A. amazonense, Herbaspirillum spp. e Acetobacter
diazotrophicus, sendo que a maior freqiiéncia de isolamento ocorreu nas raizes das plantas.
Pelo fato dos isolados selecionados também serem de raizes, hd uma possibilidade de serem
alguns dos géneros citados. Contudo, esta andlise ainda nao foi realizada. A identificacdo dos
isolados pelas caracteristicas de tamanho e formas ndo permite realizar tal distincdo quanto a
taxonomia. Mais trabalhos de identificacdo dos isolados com o uso de técnicas de biologia

molecular terdo que ser realizados.
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5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que: (1) o protocolo utilizado para
desinfestacdo das sementes de girassol foi eficiente; (2) o meio MGC garantiu boa
germinacdo de sementes de girassol in vitro; (3) os isolados AZOSP e Embrapa 11001 BR,

foram eficientes na promocao do crescimento do girassol.
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ANEXO: Composi¢ao de meios de cultura utilizados no trabalho.

MEIO DE CULTURA MGC — MEIO PARA GERMINACAO DE COTTON (SILVA;
TEIXEIRA; FERREIRA, 2008)

® 14 g de sacarose ou agucar cristal;
e 0,2 gde K;HPOy;

e 0,6 gde KH,POy;

e 0,2 gde MgS0O,4.7H0;

e (0,02 g de CaCl,2H,0;

e (0,002 g de Na;M00,4.2H,0;

e 0,01 gde FeEDTA;

e 1000 mL de 4gua destilada;

® 10 g de agar para meio sélido;

¢ pH ajustado em 5,5.

MEIO DE CULTURA MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962)
e 1650 mg de NH4NOs;
¢ 1900 mg de KNOs;
¢ 440 mg de CaCl,.2H,0;
e 370 mg de MgS0,4.7H,0;
¢ 170 mg de KH,POy;
e (0,83 mgde KI;
e 6,2 mgde H;BOs3;
e 223 mg de MnSO4.4H,0;
e 8,6 mgde ZnSO,4.7H,0;
¢ 0,25 mg de Na,M00,.2H,O0;
¢ 0,025 mg de CuSO4.5H,0;
¢ (0,025 mg de CoCl,.6H,0;
e 27,8 mg de FeSO,4.7H,0;
e 373 mgde Na,EDTA.2H,0;

¢ 0,1 mg de tiamina HI;



0,5 mg de 4cido nicotinico;
0,5 mg de piridoxina HCI;
2,0 mg de glicina;

30 g de sacarose;

0,1 g de inositol;

1000 mL de dgua destilada;
8 g de 4gar;

pH ajustado em 5,7-5,8.

MEIO DE CULTURA DYGS

2 g de glicose;

1,5 g de peptona bacterioldgica;
2 g de extrato de levedura;

0,5 g de K,HPOy;

0,5 g de MgSO4. TH,0;

1,5 g de acido glutanico;

1000 mL de 4dgua destilada;

pH ajustado em 6,0.
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