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INTRODUGAO

Os microrganismos do solo sdo de fundamental importancia na agricultura e dentro
destes encontram-se algumas bactérias chamadas de rizobactérias promotoras de
crescimento (RPCPs). Quando presentes nas sementes, solo ou material de propagagéo
pode suprimir doengas e/ou proporcionar uma promogao de crescimento, podendo atuar em
diversos mecanismos como: controle bioldgico pela competicdo por nutrientes com
patégenos, producdo de siderdforos e antibidticos, resisténcia induzida a doencas e
promogao de crescimento diretamente pela produgdo de fitormbnios e aumento da
disponibilidade de nutrientes pela fixacdo de nitrogénio ou solubilizacdo de fosforo
(KLOEPPER,1993). A condigédo de estabelecimento bacteriano na rizosfera é fundamental
para que o microrganismo possa interagir com a planta. Além disso, é necessario que a
bactéria se espalhe ao longo da raiz e ndo perca a capacidade de sobreviver e multiplicar-
se de maneira competitiva em relagdo a comunidade nativa. A colonizagéo radicular € um
processo muito complexo, pois diferentes microrganismos estéo sujeitos a diversos fatores
bidticos e abidticos, como umidade do solo, luz, exsudagao radicular e etc. Na tentativa de
monitorar o processo de colonizagdo radicular por rizobactérias, varios pesquisadores
desenvolveram técnicas in vitro, Habe e Uesugi (2000) método do plaqueamento, (GUPTA
et al.,1995; CHANWAY et al., 2000), ou pela visualizagdo em microscopio eletrénico (CHIN-
A-WOENG et al., 1997; DEKKERS et al., 2000).

Nesse contexto objetivou-se com esse estudo avaliar a capacidade de isolados
bacterianos em colonizar raizes de plantulas de arroz com bactérias antagonistas
provenientes do xisto.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas sementes de arroz da cultivar El Passo L144. Estas foram
desinfetadas com solugéo de hipoclorito de sédio a 2,5 % por um minuto e, depois, lavadas
em agua destilada e esterilizada. Foram utilizadas 9 isolados bacterianos com potencial de
antibiose obtidos do xisto pertencente a colegédo de culturas da Embrapa Clima Temperado
(CPACT). As sementes de arroz foram imersas em suspensdo salina (NaCl 0,85%)
contendo separadamente cada um dos isolados, que foram cultivados previamente em meio
de cultura 523 de Kado e Heskett com 48 h de crescimento. A concentragédo foi ajustada
para ODs4= 0,50 e agitadas por 30 minutos, as sementes microbiolizadas foram retiradas e
colocadas sobre papel de filtro e, a seguir, semeadas em tubos de ensaio (uma semente por
tubo) contendo &agar-agua, a 0,6 %, com 5 repeticdes de cada tratamento/isolado. Os tubos
foram incubados a 25°C com fotoperiodo de 12 horas, e apds sete dias foi avaliada a
colonizagao nas raizes. Utilizaram-se, como testemunha, sementes imersas em solugéo
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salina. Os tubos foram observados a olho nu, contra luz, verificando-se a turvagdo do meio
ao redor do sistema radicular, indicativo da presenga da bactéria.

A avaliagao foi realizada atribuindo-se notas de 0 - 3, sendo: 3 - colonizagéo total
das raizes; 2 - colonizagao de 1/3 a % das raizes; 1 - colonizagao de até 1/3 das raizes; e 0
- sem colonizagdo. A comprovagao da colonizagao foi obtida via Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV). Foram coletadas raizes das plantulas e imediatamente colocadas no
fixador de Karnovsky, onde permaneceram por 24 horas a temperatura de 4°C, o material
entdo, foi retirado desta solugdo e passado por 3 banhos de 15 minutos com a solugédo
tampao de cacodilato de sédio 0,2 M pH 7,2. Apéds feita a 22 fixagdo com a solugdo de
tetroxido de 6smio 1%, o material foi lavado 2 vezes com H,O bidestilada por 10 minutos
para banho. Logo, foram realizadas desidratagdes sucessivas em alcool, sendo 2 banhos de
5 minutos, com as seguintes concentragdes: 30%, 50%, 70%, 90%, e 95%. A desidratagado
foi finalizada com 3 banhos de 10 minutos com etanol a 100%. Em seguida, a amostra foi
conduzida para o aparelho de ponto critico, utilizando etanol 100%, onde, ocorreu a troca do
etanol 100% por CO; liquido. A seguir, o aparelho foi aquecido e o CO, e transformado em
gas, sendo que a amostra saiu do aparelho totalmente seca e intacta, apds, sendo montada
em porta amostra previamente identificada. Por ultimo, foi colocada prata liquida ao redor da
espécie, para melhor condugao dos elétrons no microscépio eletrénico. Depois de secar a
prata, a amostra foi metalizada com ouro e observada no MEV DSM 940 A ZEISS.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apo6s observagdes diarias dos tubos verificou-se que o crescimento dos nove
isolados bacterianos apresentou uma névoa turva, de aspecto esbranquigado, ao longo e
em volta da raiz, as quais foram consideradas colonizadas. Para o registro desses
resultados, considerou-se, como positivo, o crescimento em trés ou quatro tubos de ensaio
e, como negativo, a auséncia do crescimento em trés ou quatro dos tubos. Resultados
semelhantes foram encontrados por Zanatta et al. 2004, que trabalhou com a mesma
cultivar com diferentes isolados. Em relagdo ao maior nimero de bactérias colonizadoras
houve uma maior ocorréncia de bactérias no sistema radicular das plantas do que na regido
do colo. Dos 9 isolados, 6 colonizaram a regido radicular e 3 isolados colonizaram o colo. A
partir desses resultados, verifica-se que as bactérias testadas apresentaram formas de
colonizagao diferentes, ou seja, algumas bactérias colonizaram o sistema radicular, outras o
colo ou, nenhum dos dois érgdos vegetativos. Habe e Uesugi (2000) também observaram
diferengas na colonizagdo e verificaram que o numero de bactérias que colonizaram o
rizoplano (sistema radicular) foi maior que de bactérias que colonizaram a rizosfera. Os seis
isolados que colonizaram totalmente o sistema radicular, de acordo com a avaliagcdo que
considerou a presenga de névoa ao longo das raizes, também foram positivos na avaliagao
da colonizagéo na regido do colo. Em seguida, as plantulas foram retiradas dos tubos de
ensaio com agar e o sistema radicular separado da parte aérea e colocado no Microscopio
de varredura para observacdo e confirmagdo da presenca de bactérias. Os resultados
indicam que os isolados 1016, 1045 (Figura 1) foram capazes de colonizar as raizes das
plantulas de arroz e que estejam envolvidas na promog¢do do crescimento que envolve
mecanismos como formacgao de pelos radiculares e/ou a formagao de raizes laterais.
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Testemunha Isolado 1047

Figura 1: Microscopia eletronica de varredura demonstrando a colonizagéo por isolados
bacterianos em raizes de plantulas de arroz.

Tabela 1. Avaliagao dos Isolados bacterianos utilizados na microbiolizagdo de sementes de
arroz da cultivar EL Passo L144.

Isolado .Ra'.z Colonizagao Nota
principal
1166 X X X X + + + + 2 2 2
1030 X X X X + + + + 2 2 2 2
500 X X X 0 + + + - 3 3 3 0
11655 X X X X + + + + 3 2 3 3
503 0 X X X - + + + 0 2 2 2
1061 X X X X + + + + 3 3 3 2
1047 X X X X + + + - 3 3 3 0
1045 X X X 0 + + + - 3 3 3 0
1016 X X X X + + + + 2 3 3 3
Test 0 0 0 X - - - - 0 0 0 O

As sementes consideradas testemunha ndo apresentaram sinais de colonizag&o.
Auséncia da fonte de carbono no meio utilizado, composto apenas por agar e agua,
permitindo o desenvolvimento somente das bactérias que conseguem sobreviver utilizando
os exsudatos radiculares das plantulas de arroz ou que sdo quimiotaticamente atraidas.
Observou-se que o isolado 1047 nao apresentou resultado satisfatério pela microscopia de
varredura eletronica. As analises utilizando microscopia eletronica de varredura permitiram
confirmar estes resultados.
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CONCLUSAO

Isolados bacterianos provenientes do xisto sdo capazes de colonizar raizes de
plantulas de arroz.

A microscopia eletrénica de varredura é uma ferramenta eficaz para auxiliar no
entendimento do modo de acgdo dos isolados bacterianos, bem como revelar detalhes de
suas estruturas.
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