Efeito de rizobactérias em sementes e mudas de cebola

Oscar Emilio Ludtke Harthmann!, Atila Francisco Mogor?, Jodo Américo Wordell Filho? e Wilmar Cério da Luz*

Resumo — Este trabalho avalia o efeito de rizobactérias na germinacgdo e no crescimento de mudas de cebola. Os
tratamentos utilizados foram dez isolados de Pseudomonas e Bacillus microbiolizados isoladamente nas sementes. O
efeito da microbiolizacdo das sementes foi avaliado em laboratério e canteiros. Houve influéncia de rizobactérias
sobre a germinacédo e desenvolvimento de plantulas de cebola em laboratério. As rizobactérias que promoveram me-
Ihor germinacgédo e desenvolvimento de plantulas foram Bacillus megaterium, isolados W7 e W19, e Bacillus cereus
UFV40. Os tratamentos ndo apresentaram efeito significativo no crescimento das mudas nem na redugéo na severi-
dade da doenca Botrytis squamosa na fase de canteiros.

Termos para indexacao: Allium cepa, RPCV.

Effect of rhizobacteria on onion seeds and seedlings

Abstract — This study assesses the effects of rhizobacteria on the germination and growth of onion seedlings. Ten
isolates from treatments of Pseudomonas and Bacillus in seeds were used. The effect of the microbiolization in seeds
was assessed in laboratories and fields. There was an influence of rhizobacteria on the germination and development
of the onion seedlings in laboratory. The rhizobacteria which promoted better germination and development were
those of the seedlings Bacillus megaterium, isolated W7 and W19, and Bacillus cereus UFV40. The treatments with
rhizobacteria did not promote significant effects either on the growth of seedlings or on the reduction of the Botrytis
squamosa disease in the fields phase.

Index terms: Allium cepa, PGPR.

Introducao

A cebola (Allium cepa L.) é de ori-
gem asidtica e uma das plantas culti-
vadas de maior difusdo no mundo.
Introduzida no Brasil pelos portugue-
ses no século XVI, é uma das hortali-
cas mais importantes, cultivada na
maioria das regides brasileiras. A
area plantada no ano agricola 2007
foi de 62.885ha, com producdo de
1.312.000t e rendimento médio de
20,8t/ha (IBGE, 2008).

A adocao de tecnologia voltada ao
desenvolvimento sustentavel é um
dos fatores que podem ser melhora-
dos na cadeia produtiva da cebola
(Boeing, 2002). Para a obtencao de
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rendimentos adequados de bulbos, é
necessario que as técnicas utilizadas
sejam ajustadas aos sistemas de pro-
ducio. Assim, em sistemas de cultivo
sustentaveis, a utilizacdo de
rizobactérias promotoras de cresci-
mento pode ser uma alternativa
tecnoldgica para producido vegetal
(Luz, 1996).

O termo “rizobactéria” caracteri-
za as bactérias que colonizam as
raizes das plantas. Sdo denominadas
rizobactérias promotoras de cresci-
mento de vegetal (RPCV) quando
apresentam efeitos positivos sobre as
culturas (Luz, 1996). Uma mesma
estirpe de rizobactéria pode ser efi-
caz com diferentes espécies de plan-
tas e em diferentes tipos de solo e re-

gides (Antoun & Prévost, 2005).

Ha relatos da eficiéncia da utili-
zacdo de rizobactérias nas sementes
com resultados positivos na germina-
¢do, no crescimento de plantas e no
rendimento (Kishore et al., 2005). A
inocula¢do com RPCV pode produzir
aumento na massa radicular devido
a sua capacidade de produzir
horménios que promovem alonga-
mento radicular e aumento de raizes
laterais. Plantas inoculadas absorvem
mais minerais da solugdo do solo e,
consequentemente, acumulam mais
massa seca (Harthmann et al., 2007).
As rizobactérias no controle de
fitopatégenos tém sido utilizadas
como um importante complemento no
manejo integrado de doencas de plan- »
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tas. Os mecanismos de a¢ao indireta
incluem a induc¢do de resisténcia
sistémica nos vegetais, diminuicéo de
fatores de estresse, como etileno
enddgeno, producio de antibidticos e
antagonismo a fitopatégenos, entre
outros fatores (Antoun & Prévost,
2005).

A utilizacdo de inoculantes e a
microbiolizacdo de sementes com
rizobactérias sdo realidade em alguns
paises e vém despertando o interesse
de pesquisadores no Brasil. A maio-
ria dos trabalhos esta baseada em sua
relacdo com cereais e gramineas, ha-
vendo também relatos de efeitos be-
néficos em outras culturas. Para a
cultura da cebola, os resultados de
pesquisas em laboratoérios e em estu-
fas sdo significativos, mas os resulta-
dos no campo sdo inconsistentes, exis-
tindo necessidade de pesquisas em
condi¢des de producido (Siddiqui,
2005).

O objetivo desta pesquisa foi es-
tudar os efeitos da microbiolizagao de
rizobactérias em sementes de cebola
em laboratério, na promocéo de cres-
cimento de mudas em canteiros e na
severidade da doenca mancha-
-acinzentada (Botrytis squamosa
Walker) em condigdes de campo.

Material e métodos

A pesquisa foi conduzida em labo-
ratério e no campo, na Epagri/Esta-
cao Experimental de Ituporanga, SC
(27°25 1atitude sul e 49°38’ longitude
oeste), com altitude de 475m e clima
subtropical amido (Cfa), segundo a
classificacdo de Koeppen. O experi-
mento foi realizado no periodo de abril
ajulho de 2007, utilizando-se semen-
tes de cebola da cultivar Bola Preco-
ce, que apresentavam 86% de germi-
nacio, peso de mil sementes de 4,07g
e 7,93% de umidade.

Os isolados bacterianos utilizados
no estudo fazem parte da colecao de
RPCV do doutor Wilmar Cério da
Luz, obtidos da rizosfera de
gramineas da regido de Passo Fun-
do, RS. Vinte isolados foram
microbiolizados em sementes de ce-
bola e avaliados quanto aos
pardmetros biométricos da parte aé-
rea de mudas em condicoes de can-
teiros no ano 2006. Desses isolados,
oito foram selecionados e fazem par-
te da pesquisa, juntamente com dois
isolados fornecidos pelo doutor
Reginaldo da Silva Romeiro, da Uni-
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versidade Federal de Vigosa (UFV),
MG. Esses isolados foram previamen-
te testados em tomate e feijao e por
isso foram também testados nesse ex-
perimento.

Os tratamentos constaram de tes-
temunha sem microbioliza¢do e ne-
nhuma aplicac¢do de produto quimico
nas sementes (T), testemunha com
aplicacdo de produto quimico padréao
nas sementes conforme sistema de
producao utilizado na regiao (TQ) e
microbiolizacdo nas sementes com os
seguintes isolados de rizobactérias:

Pseudomonas Spp. (W1),
Pseudomonas Spp. (W2),
Pseudomonas Spp. (W5),

Pseudomonas spp. (W6), Bacillus
megaterium (W7), Pseudomonas
alcaligenes (W15), Paenibacillus
polymyxa (W18), Bacillus
megaterium (W19), Bacillus cereus
(UFV40), Pseudomonas putida
(UFV43).

As rizobactérias foram multiplica-
das em meio de cultura agar nutriti-
vo (extrato de carne em p6 para
microbiologia 3g, peptona de carne
5g, glicose anidra 2,5g, 4gar 15g e
agua destilada 1.000ml), utilizando a
temperatura de 23 = 2°C. Apéds 48
horas, as células foram removidas da
superficie do meio de cultura com um
pincel e colocadas em dgua destilada
esterilizada. A concentracio de cada
rizobactéria foi de aproximadamente
107 unidades formadoras de colonias
por ml, de acordo com a escala de
McFarland.

As sementes da testemunha foram
imersas em dgua destilada esteriliza-
da e agitadas por 5 minutos. No tra-
tamento quimico foi utilizada a dose
de 300g de Captan/100kg de semen-
tes, misturada as sementes, e agita-
do o composto por 5 minutos. A
microbiolizacdo das sementes se deu
por sua imersdo em suspensoes
bacterianas por 5 minutos, sendo agi-
tadas e filtradas (Figura 1). Apés tra-
tadas, as sementes foram mantidas
em repouso em ambiente asséptico
durante 24 horas para secagem.

Instalacdo dos experimentos
em laboratorio: utilizou-se o deline-
amento inteiramente casualizado com
quatro repeticoes de 50 sementes, dis-
tribuidas em caixas plasticas tipo
gerbox sobre duas folhas de mata-bor-
rdao embebido em agua destilada e co-
locado para germinar em camara tipo
BOD com temperatura constante de
20°C e fotoperiodo de 12 horas. O vo-

Figura 1.

Microbiolizacao de
rizobactérias em sementes de cebola
cultivar Bola Precoce

lume de 4gua utilizado para
embebicao do mata-borrao foi o equi-
valente a 2,5 vezes o peso do papel. A
primeira contagem de plantulas nor-
mais (G1), feita junto com o teste de
germinacio, foi realizada no sexto dia
apos a instalacdo do trabalho. As ava-
liagoes de germinacéo foram realiza-
das no décimo segundo dia (G2) apés
a instalacdo do experimento. Os re-
sultados foram expressos em porcen-
tagem de plantulas normais, confor-
me as Regras para Anélise de Semen-
tes (RAS) (Brasil, 1992).

A avaliacdo do comprimento de
plantula foi realizada no delineamen-
to inteiramente casualizado com qua-
tro repeticoes de 50 sementes
semeadas em rolos de papel, sobre
uma linha horizontal, no tergo supe-
rior do papel umedecido com agua
destilada. Os rolos contendo as se-
mentes foram embalados e permane-
ceram em germinador por 12 dias sob
temperatura de 20°C no escuro. Na
conducao do teste foram utilizados
sacos plasticos de polietileno transpa-
rente para envolver os conjuntos de
rolos de papel com as sementes. Du-
rante o experimento, os rolos conti-
dos pelos sacos plasticos foram dispos-
tos na posigcdo vertical dentro do
germinador, procedendo-se, posterior-
mente, & sua medicdo (Nakagawa,
1999). Os comprimentos médios das
plantulas normais foram expressos
em centimetros.

Instalacao do experimento em
canteiros: o efeito da microbioliza¢io
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das sementes foi avaliado em cantei-
ros conforme metodologia descrita
nas recomendacoes da Epagri no “Sis-
tema de Producédo para Cebola”
(Epagri, 2000), no delineamento ex-
perimental em blocos casualizados
com cinco repeti¢des. As parcelas
constaram de 4m?, com 4rea util de
1m2,

O solo da 4area de estudo foi clas-
sificado de Cambissolo Humico
Distréfico Alico. A andlise quimica do
solo da camada de zero a 20cm da
drea de canteiros expressou pH (H,0)
=5,8; P = 27mg/dm?; K = 234mg/dm?;
Al+3 = 0,0cmol/dm?; Ca+2 = 7,2cmol /
dm?; Mg+2 = 3,9cmol /dm?; CTC =
15,2cmol /dm? V% = 77,1, argila =
32%; e matéria orgénica = 3,4%. Na
adubac¢do mineral foram utilizados
300g/m? da férmula 5-20-10 (N-P-K).
Aos 40 dias ap6s a emergéncia das
plantulas, foi feita uma adubacéo de
cobertura com ureia na dose de 10g/
m?. Para controlar plantas daninhas,
foram efetuadas duas aplicacoes de
herbicida com ingrediente ativo
ioxynil na dosagem de 0,50L/ha
(Andrei, 1999), além de, ocasional-
mente, terem sido feitas capinas ma-
nuais para manter a cultura livre de
competicdo com outras plantas.

Durante a fase de mudas nas par-
celas com rizobactérias e testemunha
(T) nao foram aplicados agrotéxicos
para controle de doencas, visando a
avaliar a curva de progresso da do-
enca mancha-acinzentada e sua rela-
cao com os tratamentos. Nas parce-
las com tratamento quimico (TQ) o
manejo foi conforme o sistema de pro-
ducdo recomendado para a regiéo,
tendo as pulverizac¢oes com fungicidas
sido iniciadas 14 dias apés a emer-
géncia das plantulas e finalizadas aos
7 dias da idade de transplantio (90
dias da semeadura), totalizando seis
pulverizacoes. Utilizaram-se Meta-
laxyl-M + Clorotalonil (Folio Gold
1,5kg/100L) alternadamente com
Procimidone (Sumilex 500 PM 150g/
100L) (Andrei, 1999).

Em intervalos semanais, do esté-
dio de plantula até a fase de trans-
plante, foram avaliadas dez plantas
por parcela quanto a severidade da
doenca mancha-acinzentada, esti-
mando visualmente a porcentagem de
area foliar afetada pelas doencas
(zero a 100%), conforme Wordell Fi-
Iho & Stadnik (2006). Posteriormen-
te, estimou-se a area abaixo da curva

de progresso das doencas (AACPD) de
mancha-acinzentada (Botrytis
squamosa Walker) pela férmula
AACPD = S [(yl+y2)/2*(t2-t1)], em
que y1 e y2 sdo duas avaliacdes con-
secutivas de severidade feitas nos
tempos t1 e t2, respectivamente.

Avaliou-se o numero de plantas
emergidas por metro quadrado 40
dias apds a semeadura. Noventa dias
ap6s a semeadura foram avaliadas 25
plantas por parcela para medicao da
altura entre a base do sistema
radicular e o apice da folha mais de-
senvolvida (cm) e o didmetro do
pseudocaule, utilizando-se uma régua
e um paquimetro digital, respectiva-
mente. Apds as avaliacoes de altura
e diAmetro, a parte aérea das mudas
foi acondicionada em sacos de papel
e levada a estufa com circulacéo for-
cada de ar, regulada a temperatura
de 60°C, até o material atingir peso
constante. Desta forma, foi calculada
a massa seca da parte aérea com os
resultados expressos em miligramas
por plantula.

Analise dos dados: os resultados
foram analisados e foram verificadas
a homocedasticidade (homogeneidade

das variancias) e normalidade dos
residuos e as variancias, comparadas
pelo teste F. Atendidas as pressupo-
sicoes, realizou-se a andlise de
variincia, e as médias dos tratamen-
tos foram comparadas pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade. Os
dados referentes as porcentagens fo-
ram transformados em y = arcsen (x/
100)1/2.

Resultados e discussao

Na avalia¢ao de plantulas normais
realizada aos 6 dias apéds a
microbiolizagdo observou-se a forma-
cdo de trés grupos, com os isolados de
B. cereus UFV40, B. megaterium W19
e B. megaterium W7 apresentando
resultados superiores as testemunhas
tratada (TQ) e néo tratada (T) (Tabe-
la 1). Os isolados de Pseudomonas
spp. W2, P. putida UFV43 e
Pseudomonas spp. W6 apresentaram
as menores porcentagens de
plantulas normais, juntamente com
a testemunha tratada com captan,
néo apresentando diferencas signifi-
cativas entre si. As porcentagens »

Tabela 1. Porcentagem de plantulas normais aos 6 dias (G1) e aos 12 dias
(G2) e comprimento de plantulas (CP) referente aos efeitos da microbiolizacao
de rizobactérias nas sementes de cebola, em laboratério, comparados com tes-
temunhas nao tratada (T) e tratada com Captan (TQ). Cultivar Bola Precoce,

Epagri, Ituporanga, SC, 2007

Tratamento G1 G2 CpP
Yo cm
Testemunha néo tratada (T) 75,5 b 86,5 a¥ 6,0 bW
Tratamento quimico (TQ) 43,0 c 79,5 b 58 b
Pseudomonas spp. W1 74,5b 80,0 b 6,9 a
Pseudomonas spp. W2 375¢ 76,5 b 46 c
Pseudomonas spp. W5 72,5b 86,0 a 57 Db
Pseudomonas spp. W6 53,5¢ 86,5 a 6,1 b
Bacillus megaterium W7 81,0 a 88,0 a 7,8 a
Pseudomonas alcaligenes W15 74,5 b 83,0 b 49 c
Paenibacillus polymyxa W18 68,0 b 73,5 b 53 ¢
Bacillus megaterium W19 83,5 a 92,5 a 72 a
Bacillus cereus UFV40 83,5 a 91,0 a 7,1 a
Pseudomonas putida UFV43 46,5 ¢ 67,0 b 4,7 ¢
CV (%) 8,4 7,2 13,7

U Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem significativamente entre si

pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05).
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médias de germinacdo aos 12 dias
apés a microbiolizacdo das sementes
variaram de 67% a 92,5% (Tabela 1).
No teste de germinacao, houve a for-
macao de dois grupos: um com o0s iso-
lados B. megaterium W19, B.cereus
UFV40, B. megaterium W7,
Pseudomonas Spp. W6 e
Pseudomonas spp. W5 e testemunha
néo tratada, que apresentaram mai-
or porcentagem de plantulas normais
que o grupo dois, formado pela teste-
munha tratada com fungicida, junta-
mente com os isolados de P.
alcaligenes W15, Pseudomonas spp.
W1, Pseudomonas spp. W2, P.
polymyxa W18 e P. putida UFV43. As
sementes microbiolizadas com os iso-
lados de B. megaterium W19 e B.
cereus UFV40 apresentaram diferen-
cas significativas em relagdo ao tra-
tamento quimico utilizado comercial-
mente, com superioridade de 13% e
11,5% para valores de germinacéo 12
dias apds a microbiolizacao, respecti-
vamente (Tabela 1). Resultados seme-
lhantes foram observados por Kishore
et al. (2005) trabalhando com Bacillus
megaterium GPS 55. Esses autores
obtiveram resultados entre 12% e
19% na emergéncia na cultura do
amendoim em relag¢édo ao controle.

A microbiolizacdo das sementes de
cebola alterou o comprimento da
plantula em func¢éo das rizobactérias
aplicadas. Os isolados de
Pseudomonas spp. W2, P. alcaligenes
W15, P. polymyxa W18 e
Pseudomonas putida UFV43 apre-
sentaram comprimento inferior as
testemunhas tratada e néo tratada.
Os isolados de B. megaterium W7, B.
megaterium W19, B. cereus UFV40 e
Pseudomonas spp. W1 favoreceram o
desenvolvimento de plantulas, que
apresentaram os maiores comprimen-
tos, diferindo significativamente das
testemunhas.

A germinacdo das sementes e o
comprimento de plantulas tratadas
com B. megaterium W19 (Figura 2),
B. cereus UFV40 e B. megaterium W7
foram favorecidos em relagcéo ao tra-
tamento quimico padrao (Figura 3).
Portanto, os isolados apresentaram
resultados promissores no desenvol-
vimento de plantulas normais.

Os resultados obtidos com esses
isolados provavelmente tém relacdo
com a produgédo de horménios que tém
sido encontrados em algumas
rizobactérias. Esses hormoénios
(giberilinas, auxinas, citocininas e
etileno) desempenham fungdes impor-

62

Figura 2. Plantulas de cebola
cultivar Bola Precoce avaliadas aos
12 dias

Figura 3. Plantulas de cebola
tratadas com Captan

tantes no crescimento das plantas
(Kloepper, 2003), estimulando o com-
primento de suas raizes.

O numero de mudas emergidas,
altura, didmetro de pseudocaule e
massa seca da parte aérea no ponto
de transplante néo diferiram entre os
tratamentos (Tabela 2). O crescimen-
to vegetativo da cebola apresenta trés
fases bem distintas (Mogor, 2000). A
primeira é definida por um periodo
de crescimento lento com reduzido
desenvolvimento radicular e aéreo,
sendo essa fase prolongada em plan-

com rizobactérias

Figura 4. Avalia¢do de mudas de cebola oriundas de sementes microbiolizadas

tios de inverno e correspondendo ao
periodo em que as mudas foram ava-
liadas nos canteiros. O efeito néo sig-
nificativo devido & microbioliza¢édo de
sementes com rizobactérias geral-
mente estd associado a sua incapaci-
dade de colonizar raizes de plantas.
A comunidade microbiana da
rizosfera de plantas pode ser afetada
por varios fatores, dependendo do es-
tadio de crescimento da planta, carac-
teristicas do solo, praticas agrondmi-
cas como adubacdo mineral e condi-
coes ambientais e, principalmente,
temperatura (Antoun & Prévost,
2005). Essas mudancas podem afetar
negativamente o crescimento das
plantas, ou positivamente, aumentan-
do a propor¢io de RPCV.

Os tratamentos com RPCV na fase
de produgéo de mudas de cebola néo
promoveram a emergéncia nem o
crescimento das mudas (Figura 4).
Durante o periodo de condugéo do ex-
perimento, a temperatura média va-
riou de 11,17 a 13,33°C, com o regis-
tro de 11 geadas e temperaturas ne-
gativas. Provavelmente os fatores
ambientais como as baixas tempera-
turas registradas no periodo de ava-
liacdo das mudas e o estadio
fenol6gico da cebola influenciaram na
resposta das rizobactérias micro-
biolizadas no experimento.

Na avaliagao do nivel de severida-
de por queima-acinzentada, uma das
principais doencgas na cultura da ce-
bola na fase de muda, houve diferen-
ca significativa entre os tratamentos
para a AACPD (Tabela 2). As plantas

17} |
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Tabela 2. Numero de mudas emergidas (NME) por metro quadrado, altura
(A), diagmetro de pseudocaule (D), massa seca da parte aérea de mudas (MSPA)
e drea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) de mancha-
-acinzentada (Botrytis squamosa) apds microbioliza¢do de sementes com
rizobactérias e desenvolvidas em canteiros, comparadas com testemunhas
nao tratada (T) e tratada com Captan (TQ). Cultivar Bola Precoce, Epagri,

Ituporanga, SC, 2007

Tratamento NME A D MSPA ACPD
N°/m? cm mm mg
Testemunha néo tratada (T) 5200 32,90  46® 199Y 166 a®
Tratamento quimico (TQ) 596 33,7 51 225 84 b
Pseudomonas sp. W1 531 30,6 4.6 185 184 a
Pseudomonas sp. W2 536 31,7 5,0 218 183 a
Pseudomonas sp. W5 583 30,6 4.6 185 209 a
Pseudomonas sp. W6 587 32,3 4.8 208 184 a
Bacillus megaterium W7 539 31,4 4,7 195 195 a
Pseudomonas alcaligenes W15 617 31,6 4.8 194 162 a
Paenibacillus polymyxa W18 591 2.3 4,8 203 206 a
Bacillus megaterium W19 503 31,5 4,7 202 159 a
Bacillus cereus UFV40 593 32,0 4.7 196 160 a
Pseudomonas putida UFV43 585 31,5 4.6 190 186 a
CV (%) 13,96 5,17 6,08 11,69 22,72

1 Efeito ndo significativo.

2 Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem significativamente entre si

pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05).

que receberam tratamento quimico
na semente e durante o periodo de 90
dias que permaneceram nos cantei-
ros apresentaram menor severidade.
Os tratamentos com RPCV na fase de
producao de mudas de cebola néo re-
duziram a severidade por queima-
-acinzentada.

Apesar de terem sido observados
resultados significativos em algumas
variaveis avaliadas em laboratério, os
beneficios do uso de rizobactérias ndo
foram comprovados nas condi¢des de
canteiros. Novos testes devem ser re-
alizados na fase de lavoura visando a
avaliar a eficiéncia desses isolados no
aumento da produtividade de bulbos
de cebola, pois a eficacia dos isolados
pode ter sido alterada na fase de can-
teiro devido a temperaturas baixas do
periodo de inverno e a elevada adu-
bacdo mineral utilizada no solo no
momento do preparo dos canteiros.

Conclusoes

Os isolados das rizobactérias B.
megaterium W7, B. megaterium W19
e B. cereus UFV40 favorecem o de-
senvolvimento de plantulas de cebo-

Agropecuéaria Catarinense, v.22, n.3, n

la in vitro.

Nao h4 efeito promotor de cresci-
mento nem reducéo na severidade da
doenca queima-acinzentada por
rizobactérias em mudas de cebola
obtidas de sementes microbiolizadas
com os isolados testados.
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