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Resumo: O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de rizobactérias promotoras do
crescimento de plantas sobre desenvolvimento de mudas de salsa (Petroselinum sativum
Hoffm.). O experimento foi desenvolvido em casa de vegetacdo, o delineamento experimental
foi inteiramente casualizado. Os tratamentos foram: testemunha sem tratamento; quebra de
dorméncia convencional e inoculacdo com as estirpes de rizobactérias CJ 4-10, CJ 2-10, CJ 4-
10 + CJ 2-10, UCCB 001, SEMIA 4077 e UCCB01 + SEMIA 4077. Foi avaliada a
porcentagem de germinacdo das sementes a partir do quinto dia apds semeadura, finalizando
no vigésimo dia. Apds 79 dias as plantulas foram avaliadas quanto a massa fresca e seca de
raizes e parte aérea. Os dados obtidos foram submetidos & andlise da variéncia, sendo as
médias comparadas pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade. Verificou-se que a
utilizacdo das estirpes bacterianas CJ 4-10; CJ 2-10; CJ 4-10 +CJ 2-10; UCCBO01; SEMIA
4077; UCCBO01 +SEMIA 4077 proporcionaram 100% de germinacdo e uniformidade no
processo germinativo, e houve maior desenvolvimento das mudas quando inoculadas com
estirpes UCCBO01; SEMIA 4077; UCCBO01 +SEMIA 4077.

Palavras-chave: Petroselinum sativum, inoculacéo, bactérias.

Abstract: The aim of this study was to evaluate the effect of plant growth promoting
rhizobacteria on plant seedlings development parsley (Petroselinum sativum Hoffm.). The
experiment was conducted in a greenhouse, the experimental design was randomized. The
treatments were: untreated control; conventional break dormancy and inoculation with strains
of rhizobacteria CJ 4-10, CJ 2-10, CJ 4-10 + CJ 2-10, UCCB 001, SEMIA 4077 and UCCBO01
+ SEMIA 4077. We evaluated the percentage of germination of seeds from the fifth day after
sowing, ending on the twentieth day. After 79 days the seedlings were evaluated for fresh and
dry weight of roots and shoots. The data were subjected to analysis of variance, and means
were compared by Tukey test at 5% probability. It has been found that the use of bacterial
strains CJ 4-10, CJ 2-10; CJ 4-10 + CJ 2-10; UCCBO01; SEMIA 4077; UCCBO01 + SEMIA
4077 yielded 100% germination and uniformity in the germination process, and there was
further development of the seedlings inoculated with strains UCCBO01; SEMIA 4077,
UCCBO01 + SEMIA 4077.

Keywords: Petroselinum sativum, inoculation, bacteria.

Introducéo
A salsa (Petroselinum sativum Hoffm.) pertence a familia Apiaceae, € uma planta
herbacea, condimentar que se adapta melhor a temperaturas amenas, sendo semeada no

outono-inverno, e em regides altas pode ser cultivada ao longo do ano. A cultura é pouco
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exigente, apresentando bom desenvolvimento em solos ricos em matéria orgénica, boa
fertilidade e pH na faixa de 6,0 a 6,5 (Filgueira, 2007).

As sementes de salsa apresentam germinacdo irregular e desuniforme. Para que
ocorra a germinacdo € necessario que as mesmas alcancem um nivel adequado de hidratacao
que permita a reativacdo do metabolismo e consequente crescimento do eixo embrionario,
sendo que quanto maior a quantidade de &gua disponivel, mais rapida serd a absorcao
(Carvalho e Nakagawa, 2000). Em razdo da germinacdo das sementes de salsa ser lenta e
desuniforme, a contagem do teste padrdo de germinacdo é recomendada aos 10 e 28 dias e a
emergéncia em campo é relativamente longa justificando o uso de técnicas que acelerem e
uniformizem o processo germinativo (Rodrigues et al. 2009).

Nos ultimos anos as bactérias promotoras de crescimento, conhecidas na literatura
como “plant growth-promoting rhizobacteria” (PGPR) ou “rizobactéria promotora de
crescimento de plantas” (RPCP) comegaram a ser pesquisadas com a finalidade de produgao
de plantas anuais e perenes. Estas bactérias colonizam as raizes das plantas e exercem efeitos
benéficos sobre as mesmas, podendo promover aumentos na taxa de germinacao de sementes,
no desenvolvimento de 6rgdos, na producéo de flores e no rendimento das culturas em casa de
vegetacdo e no campo (Amorim e Melo 2002, Dey et al., 2004). Rizobactérias promotoras
de crescimento de plantas constituem um grupo heterogéneo de bactérias que podem ser
encontradas na rizosfera, na superficie ou em associacdo com as raizes e podem influenciar no
crescimento da planta de maneira direta ou indireta (Ahmad et al., 2008). A promocéo direta
de crescimento ocorre quando uma rizobactéria produz metabdlitos secundarios que
promovem diretamente o crescimento das plantas pela producéo de reguladores de
crescimento, tais como citocinina e giberelina (Nelson, 2004).

Os mecanismos de acdo diretos ou indiretos que as rizobactérias exercem sobre as
plantas podem ser, a antibiose, o parasitismo, a competicdo, e a inducdo de resisténcia
(Ramamooythy et al., 2001). As rizobactérias sdo capazes de se multiplicar e colonizar
rapidamente o sistema radicular, prevenindo a invasdao de patégenos pela producdo de
metabolitos secundarios que inibem outros micro-organismos deletérios (Kloepper et al.,
2004). De acordo com Moreira e Siqueira, (2006) as acOes diretas disponibilizam nutrientes
para a planta, fixacdo de nitrogénio atmosférico e a producdo de reguladores de crescimento
vegetal.

Os efeitos benéficos das RPCP podem ser observados em plantas propagadas “in
vitro” e “ex vitro” principalmente pelo aumento de area foliar, altura da planta, didmetro do

caule, numero de folhas e matéria seca, reducdo do tempo de aclimatizacdo, maior
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sobrevivéncia de mudas, controle de doengas e aumento de produtividade (Mariano, 2004).
Uma vez que a sustentabilidade € uma direcdo a ser seguida na producédo de plantas, o uso de
rizobactérias é considerado uma alternativa para a reducgéo ou substituicdo do uso de produtos
quimicos sintéticos, seja diretamente como promotoras de crescimento, seja como agentes de
controle bioldgico de doencgas (Mariano e Kloepper, 2000, Mariano, 2004, Schlindwein et al.,
2008).

Os beneficios das RPCPs foram observados em diferentes espécies vegetais, as plantas
anuais de pequeno porte sdo frequentemente citadas, como abobora (Chen et al., 200),
beterraba (Thrane et al., 2000), rabanete (Leeman et al, 1995), batata, alface (Gomes et al.,
2003; Freitas et al., 2003; Sottero et al., 2006; Schlindwein et al, 2008), em cereais (Luz,
2001), e em plantas perenes, como café e citrus (Freitas, 1989; Freitas e Aguilar Vildoso,
2004). O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de rizobactérias promotoras do
crescimento de plantas sobre desenvolvimento de mudas de salsa (Petroselinum sativum
Hoffm.)

Material e Métodos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo pertencente a Fazenda de Ensino e
Pesquisa da Universidade Camilo Castelo Branco, Campus de Fernandépolis, localizada entre
as coordenadas 20°16'50” latitude sul e 50°17'43” longitude oeste e 20°18'05 de latitude sul
e 50°16'26" de longitude oeste e a uma altitude de 520 m . O clima da regido segundo a
classificacdo de Kdppen,é subtropical imido, com inverno seco e ameno e verdo quente e
chuvoso.

Foram utilizadas rizobactérias isoladas de raizes de Crotalaria juncea e soja (Glycine
max), catalogadas como CJ 4-10, CJ 2-10 UCCBO01, respectivamente, e a estirpe de
Rhizobium SEMIA 4077 pertencentes a colecdo do laboratério de Microbiologia
/UNICASTELO. Todos os isolados estavam preservados em refrigerador a 5°C, em tubos de
ensaio contendo meio de cultura agar nutritivo. Foram empregadas sementes de salsa cv. Lisa
(1s1a®).

O experimento foi composto de dez repeticdes por tratamento, com delineamento
inteiramente casualizado. Os tratamentos foram: 1- testemunha sem tratamento; 2- quebra de
dorméncia convencional (sementes submergidas em agua por 24h a 10° C); 3- inoculagio com
CJ 4-10-; 4- inoculagdo com CJ 2-10; 5- inoculagdo com CJ 4-10 + CJ 2-10; 6- inoculacdo
com UCCB 001; 7- inoculagdo com SEMIA 4077; 8- inoculagdo com UCCBO01 + SEMIA
4077
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Para preparagdo do inoculante utilizou-se meio de cultura liquido TS (triptecaseina
soja, OXOID®), que foi submetido & esterilizacdo em autoclave (20 minutos a 120°C e 1
atmosfera de pressdo). Apos este procedimento, os meios foram resfriados e inoculados com
as estirpes selecionadas. Os meios contendo os micro-organismos, foram incubados sob
agitacdo (200 rpm), onde permaneceram por um periodo de 24 horas com temperatura de 28
+0,5 °C. Ap6s este periodo a concentracdo bacteriana foi ajustada para 10° UFC mL™
(unidades formadoras de colbnias) quando as sementes foram colocadas em contato com o
mesmo onde permaneceram por um periodo de tempo de 10 minutos, e em seguida com o
auxilio de pinca estéril, estas foram transferidas para as bandejas.

O experimento foi instalado em 4 bandejas de polietileno expandido (isopor) de
duzentas células, com substrato da marca comercial Bioplant® da linha prata cuja composicéo
fisica € casca de pinus, agentes agregantes, fibra de coco, vermiculita e complementos
minerais (NPK + Micronutrientes ), com pH de 5,2 a 6,5 e condutividade elétrica entre 1,8 e
2,8 w. Foram semeadas quatro sementes por célula, a irrigagdo foi feita periodicamente com
a finalidade de evitar a deficiéncia hidrica. A avaliacdo da porcentagem de germinacgéo teve
inicio no quinto dia apds semeadura, finalizando no vigésimo dia.

O experimento foi conduzido por 79 dias, quando cada pléntula foi retirada
cuidadosamente, as raizes foram lavadas para retirada dos residuos de substrato e o excedente
de agua foi retirado com papel absorvente, posteriormente as raizes foram separadas com
auxilio de uma tesoura. Foram avaliadas as seguintes variaveis: massa fresca e seca de raizes.
A massa fresca da raiz (g) foi obtida pela pesagem de todo o material fresco de cada plantula,
realizado em balanca analitica. Enquanto que a massa da raiz (g) foi obtida apds secagem do
material vegetal em estufa a uma temperatura de 56°C, por 24h. Apds esse periodo, 0
material foi retirado da estufa e pesado em balanca analitica, sendo os resultados expressos
em mg plantula™.

Os dados obtidos foram tabulados e submetidos a analise da variancia, sendo as médias
comparadas pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade, utilizando o “software” Sisvar.

Resultados e Discussdo
A utilizacdo das estirpes CJ 4-10; CJ 2-10; CJ 4-10 + CJ 2-10; UCCBO01; SEMIA
4077, e UCCBO1 +SEMIA 4077 na inoculacdo de sementes de salsa resultou em
uniformidade na germinacéo, verificando-se que 95% das sementes germinaram no quinto dia
e 0s 5% restante no sexto dia. As sementes que receberam quebra de dorméncia convencional

(submergidas 24h em agua a 10°C), apresentaram desuniformidade na germinago,
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verificando-se 75% de sementes germinadas no sexto dia, 5%, 6% e 8% no oitavo, nono e
décimo dias apds semeadura, respectivamente, 6% das sementes ndo germinaram. Na
testemunha que ndo recebeu nenhum tratamento prévio a semeadura, a germinagdo foi
irregular, 36% germinaram no décimo dia, 25%, 15% e 5% no décimo quarto, décimo sexto e
vigésimo dias, respectivamente, e 19% ndo germinaram.

Como a verificagdo da germinacdo foi acompanhada por trés semanas, é possivel
afirmar que as bactérias influenciaram no processo germinativo.  Estes resultados
provavelmente estdo relacionados com os metabolitos secundarios liberados pelas bactérias
no meio, onde podem estar envolvidos em uma variedade de processos ecologicos, devido a
apresentar substancias promotoras do crescimento vegetal, tais fitohormonios, antibioticos,
entre outros (Dias e Dias, 2007, Coelho et al., 2008).

O aumento da velocidade e porcentagem de germinacdo verificadas neste trabalho
poderiam estar associados a presenca de fitohormonios liberados pelas estirpes no meio de
cultura. Segundo Schlindwein et al. (2008), o acido indol acético (AlA) produzido por
bactérias rizosféricas influenciam sobre os parametros de germinacdo de sementes alface.
Estes autores afirmam que a taxa de germinacdo e o vigor das plantulas dependem tanto de
fatores genéticos inerentes a semente quanto as praticas culturais que podem altera-las. Dentre
as praticas culturais, a inoculacdo de sementes com micro-organismos benéficos é uma
alternativa que permite o estabelecimento de sistemas agricolas sustentaveis.

Na Figura 1 estdo apresentados os valores de massa fresca e seca da parte aérea de
mudas de salsa. Verificou-se que as mudas inoculadas com a combinacdo das estirpes
UCCBO01 + SEMIA 4077 apresentaram maior acimulo de massa fresca da parte aérea, porem
ndo diferiram estatisticamente dos tratamentos inoculados com as bactérias CJ 4-10, UCCBO01
e SEMIA 4077.

As mudas provenientes do tratamento que recebeu quebra de dorméncia apresentaram
resultados da massa seca semelhantes aos obtidos em mudas inoculadas com as bactérias, no
entanto diferiram estatisticamente das inoculadas com a combinagdo UCCBO1 + SEMIA
4077. O desenvolvimento das mudas do tratamento testemunha foi inferior aos demais. Em
relacdo ao acimulo da massa seca ndo foram verificadas diferencas entre os tratamentos
inoculados e aquele que recebeu quebra de dorméncia, ja a testemunha diferiu de todos os
tratamentos. O éxito da inoculagcdo com rizobactéria depende da capacidade das cepas para
competir com a microflora nativa. As bactérias do inoculante se estabelecem quando estas sao
capazes de competir por nutrientes com a microflora livre do solo para sobreviver e de

proliferar antes que se forme a raiz e depois, de colonizar a raiz, devem competir com as
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bactérias rizosféricas pelos exudatos (Bacilio-Jiménez et al., 2001; Kosdroj et al., 2004).
Levando em consideracdo o desenvolvimento das mudas, pode se afirmar que as estirpes de
rizobacteérias, utilizadas neste experimento foram mais competitivas que as bactérias presentes

no substrato.

1800 - ECI4-10
ab & ECI2-10
1600 1~ b b B CJ4-10=CJ2-10
1400 - b b = UCCBO1
= SEMIA 4077
1200 - B UCCBO1+SEMIA 4077
1000 - Testemunha
Quebra de dorméncia
800 -
600 n aab @ b
400 - b
200 -
0 '
Massa fresca da Parte Massa seca da Parte Aerea
Aerea

Figura 1: Massa fresca e seca da parte aérea de mudas de salsa inoculadas com rizobactérias
CJ 4-10; CJ 2-10; CS 4-10 +CJ 2-10; UCCBO01; SEMIA 4077; UCCB01 +SEMIA 4077,

tratadas com quebra de dorméncia e sem nenhum tratamento.

Na Figura 2, estdo apresentados os valores de massa fresca e seca das raizes de
mudas de salsa. Houve maior acimulo de massa fresca nas mudas tratadas com as estirpes
bacterianas UCCBO01, SEMIA 4077 e a combinacdo de ambas as estirpes. Nao foram
observadas diferencas entre os tratamentos UCCBO01, SEMIA 4077, CJ 4-10; CJ 2-10; CS 4-
10 +CJ 2-10.

As mudas que foram originadas de sementes submetidas a quebra de dorméncia
apresentaram menor acumulo de massa seca de raizes que aquelas inoculadas com as estirpes
UCCBO01, SEMIA 4077 e a combinacdo de ambas (UCCBO01+ SEMIA 4077), enquanto que a
testemunha apresentou menor desenvolvimento radicular quando comparada como 0s demais
tratamentos. No entanto a massa seca radicular ndo apresentou diferencas entre tratamentos
(Figura 2).

Cascavel, v.5, n.4, p. 203-212, 2012



Cultivando o Saber 209

80 -+ mCI4-10
a mCJI2-10
ab
70 - mCJ4-10=CJ2-10
b mUCCBO1
60 - . mSEMIA 4077
C
EUCCBO1+SEMIA 4077
50 - c ¢
M Testemunha
a a u u
a M Quebra de dorméncia
40 - a
d
30 - a
20 -
10 -
0 T :
Massa fresca da Raiz Massa seca da Raiz

Figura 2: Massa fresca e seca das raizes de mudas de salsa inoculadas, tratadas com quebra

de dorméncia e sem nenhum tratamento.

Sabe-se que promocéao de crescimento pode ser o resultado de diversos mecanismos
como: controle bioldgico pela competicdo por nutrientes com o patdgeno, producdo de
sider6foros e antibidticos, resisténcia induzida a doengas e promogdo de crescimento
diretamente pela producdo de fitorménios e aumento da disponibilidade de nutrientes pela
fixacdo de nitrogénio ou solubilizacdo de fésforo (Kloeppr, 1993; Nehl et al., 1996; Whipps,
2001).

As rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCPs), como o préprio
nome indica, sdo bactérias que vivem na rizosfera, ou seja, na regido do solo sob influéncia da
raiz, e que promovem crescimento das plantas associadas numa relagdo ndo simbiética. O
interesse por suas funcBes na rizosfera estda aumentando significativamente nas ultimas
décadas, pois os efeitos de quaisquer bactérias que colonizem a rizosfera podem ser positivos,
neutros ou, até mesmo, negativos em relacdo a promocao de crescimento (Nehl et al., 1996).
Portanto, a introducdo de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas no solo traz
beneficios diretos para a producdo agricola e, a0 mesmo tempo, uma alternativa de cultivo

com menor uso de insumos agricolas.
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Conclusdes
Nas condi¢des que foi conduzido este trabalho e pelos resultados obtidos pode
concluir-se que a utilizacdo das estirpes bacterianas CJ 4-10; CJ 2-10; CJ 4-10 +CJ 2-10;
UCCBO01; SEMIA 4077; UCCBO01 +SEMIA 4077 proporcionaram 100% de germinacdo e
uniformidade no processo germinativo. As estirpes UCCBO01; SEMIA 4077; UCCBO01
+SEMIA 4077 proporcionaram maior acumulo da massa fresca da parte aérea das mudas de

salsa e as estirpes bacterianas permitiram maior desenvolvimento radicular.
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