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colonizaciio em raizes de alho nas cultivares
Chonan e Roxo Caxiense
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Resumo — O objetivo deste trabalho foi isolar bactérias provenientes do rizoplano, da rizosfera e de tunicas de
bulbo de alho de diversos locais de cultivo e avaliar a capacidade de coloniza¢do em raizes de alho nas condigdes in
vitro. Bulbilhos de alho cultivar Chonan e Roxo Caxiense foram microbiolizados em suspensido bacteriana corres-
pondente durante um periodo de 5,5 horas e apés foram depositados em tubos de ensaio contendo agar-agua 0,8%.
Posteriormente, foram acondicionados em cdmara de crescimento a 24 + 2°C, e ap6s 20 dias quantificou-se a
porcentagem de raizes colonizadas em relacdo ao nimero total de raizes emergidas. Constatou-se que o isolado
EHA/113 apresentou aproximadamente 96% de raizes colonizadas na cultivar Chonan, e na ‘Roxo Caxiense’ o
isolado EHA/109 colonizou 75% das raizes.

Termos para indexacao: Allium sativum L., bactéria, rizoplano, rizosfera.

In vitro selection of rhizobacteria with potential for colonizing
garlic roots of Chonan and Roxo Caxiense cultivars

Abstract — The objetive of this study was to isolate bacteria from rhizoplane, rhizosphere and tunic of garlic
bulbs from several cultivation sites and to evaluate the capacity to colonize garlic roots in vitro conditions.
‘Chonan’ and ‘Roxo Caxiense’ garlic bulbs were microbiolized in bacterial suspension during a period of 5.5 hours,
deposited in tubes with agar-water 0.8% and maintained in growth chamber at 24 + 2°C for 20 days when the
percentage of colonized roots were evaluated. Isolate EHA/113 colonized about 96% of ‘Chonan’ and isolate EHA/
109 colonized 75% of ‘Roxo Caxiense’.

Index terms: Allium sativum L., bacteria, rhizoplane, rhizosphere.

O cultivo do alho ocupa uma po-
sicdo de destaque na producio agri-
cola, pois é explorado intensiva-
mente em quase todo o territério
nacional. Diversos séo os fatores
que contribuem para a baixa pro-
dutividade, destacando-se as doen-
cas de diversas etiologias que cau-
sam prejuizos significativos a cul-
tura. Grande parte dessas doencas
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é controlada com defensivos agrico-
las que, muitas vezes, sdo aplicados
de forma inadequada, restando para
o ambiente uma carga residual
(Dellamatrice, 2000). Baseado nes-
te aspecto, a sociedade pressiona a
pesquisa a investigar métodos alter-
nativos para o aumento de produti-
vidade e controle de doencas de
plantas, com menor custo de pro-

ducéo e que sejam, ao mesmo tem-
po, eficientes e menos agressivos a
saide humana e ao equilibrio dos
ecossistemas (Mariano & Romeiro,
2000).

As solugdes para aumentar a
producéo e diminuir a utilizacdo de
defensivos agricolas podem estar
presentes na prépria planta, junto
ao sistema radicular. O solo abriga
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uma quantidade diversificada de
microrganismos, sendo que muitos
destes organismos sdo bactérias que
elegem como nichos ecolégicos a
rizosfera e/ou o rizoplano de plan-
tas, onde se multiplicam e sobrevi-
vem ativamente, resistindo a pres-
séo do restante da microbiota do
solo (Mariano & Romeiro, 2000).
Estes organismos conhecidos como
rizobactérias (Kloepper et al., 1980)
interagem com a planta, podendo
apresentar efeito deletérico, nulo
ou benéfico (Kloepper &
Beauchamp, 1992).

As rizobactérias benéficas que
influenciam na promoc¢éo de cresci-
mento de plantas e no controle bio-
légico de enfermidades recebem o
nome de rizobactérias promotoras
de crescimento de plantas (PGPR)
e tém sido utilizadas para aumen-
tar a produtividade das culturas e
biocontrolar fitopatégenos (Liu et
al., 1995).

E de fundamental importancia
identificar a possibilidade de se-
lecionar rizobactérias na cultura
de alho, a fim de que se possa re-
duzir a utilizacdo de defensivos e
fertilizantes para o aumento da
produtividade e reduzir também
o impacto que a cultura exerce
sobre o ambiente.

O objetivo deste trabalho foi iso-
lar bactérias provenientes de culti-
vos de alho de diferentes lavouras
e avaliar a capacidade colonizadora
das mesmas em raizes de alho das
cultivares Chonan e Roxo Caxiense,
na condigdo in vitro.

Obtencao dos isolados

Este trabalho foi realizado no
Laboratério de Microbiologia da
Universidade do Contestado -
Campus Universitario de Cacador.
O isolamento foi efetuado em no-
vembro de 2002, e a avaliacédo da
colonizacdo, nos meses de janeiro e
fevereiro de 2003.

Dez plantas de alho de diferen-
tes cultivares foram coletadas em
lavouras comercias de Cagador, SC,
e acondicionadas em caixa de isopor
contendo gelo para manutencdo da
temperatura durante o transporte
até o laboratério, onde, posterior-
mente, procedeu-se ao isolamento
das bactérias.
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Isolados de tunicas de bulbos:
Os isolados bacterianos deste sitio
foram obtidos através da adicdo de
10g de tunicas de bulbos de alho em
90ml de solucdo salina (NaCl 0,85%)
e agitacao por 30 minutos. As sus-
pensdes foram submetidas a dilui-
coes seriadas e plaqueadas em meio
de cultura 523 (Kado & Heskett,
1970). As placas foram incubadas a
28°C por até 7 dias, e as colonias
isoladas foram repicadas para tubos
de ensaio contendo o0 mesmo meio.

Isolados da rizosfera e do
rizoplano: 10g da camada de solo
aderida as raizes foram adicionadas
a 90ml de solucdo salina (NaCl
0,85%), e mantidos em agitagdo por
30 minutos. Posteriormente, as sus-
pensdes foram submetidas a dilui-
coes seriadas, plaqueadas em meio
de cultura 523 e incubadas por até 7
dias a 28°C.

Os isolados de rizoplano foram
obtidos das mesmas raizes que, de-
pois de lavadas em dgua corrente e
adicionadas em Erlenmeyers con-

tendo solucdo salina (NaCl 0,85%)
na proporg¢do de 10g de raizes para
90ml de solugéo, foram deixadas sob
agitacdo durante 30 minutos. Apds
este periodo, as suspensdes foram
semeadas em placas de Petri com o
mesmo meio de cultura e incuba-
das por até 7 dias a 28°C. Em am-
bos os casos, as colonias surgidas
foram repicadas para tubos conten-
do meio 523.

Avaliacao da capacidade coloni-
zadora de bactérias em raizes
de alho: Em decorréncia de a
maioria dos isolados bacterianos ser
originada de plantas de alho das
cultivares Chonan (Tabela 1) e Roxo
Caxiense (Tabela 2), estes foram
avaliados na prépria cultivar, inde-
pendentemente do sitio de isola-
mento. Bulbilhos de alho das culti-
vares Chonan e Roxo Caxiense, com
média de 3g, foram desinfetados su-
perficialmente em &dlcool 70% e
hipoclorito de sédio 1%, durante 5
minutos, e lavados em dgua esteri-
lizada por duas vezes. Imediatamen-

Tabela 1. Porcentagem média de colonizac¢ao radicular na cultivar de
alho Chonan com isolados obtidos de diferentes sitios de isolamento e a
respectiva cultivar em que foram coletados. Cacador, SC, 2003%

Isolado Sitio de Cultivar do Colonizacao®
isolamento isolamento %

EHA/113 Rizoplano Chonan 95,82a
EHA/115 Rizoplano Quitéria 82,12b
EHA/81 Rizoplano Chonan Gatcho 58,34c
EHA/79 Rizosfera Quitéria 56,17d
EHA/114 Rizoplano Chonan 50,00d
EHA/89 Rizoplano Chonan Gaucho 50,00d
EHA/77 Rizosfera Chonan 32,15e
EHA/41 Tunica Chonan Gatcho 20,00f
EHA/52 Rizosfera Chonan Gatucho 19,65f
EHA/46 Tudnica Fuego Inta 12,50g
EHA/86 Rizoplano Chonan Gaticho 8,32h
EHA/51 Rizosfera Chonan Gatcho 5,001
EHA/39 Tuanica Chonan Gatcho 0,005
EHA/47 Tudnica Fuego Inta 0,00j
EHA/ 53 Rizosfera Chonan Gatcho 0,00j
EHA/76 Rizosfera Chonan 0,005
Testemunha 0,005
CV(%) 14,72

MMédias seguidas de mesma letra néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
@Antes da analise, as porcentagens de colonizagdo (x) foram submetidas & transfor-

magao y =/x+1.

Nota: CV = coeficiente de variagdo.

Os dados sdo apresentados na escala original.
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Tabela 2. Porcentagem média de coloniza¢do radicular na cultivar Roxo
Caxiense com isolados bacterianos de diferentes sitios de isolamento e a

respectiva cultivar em que foram coletados. Cacador, SC, 20037

Isolado Sitio de Cultivar do Colonizacao®
isolamento isolamento %

EHA/109 Rizoplano Roxo Caxiense 75,00a
EHA/92 Rizoplano Roxo Caxiense 66,67 b
EHA/113 Rizoplano Chonan 66,67 b
EHA/57 Rizosfera Roxo Caxiense 50,00 ¢
EHA/80 Rizosfera Quitéria 25,00d
EHA/95 Rizoplano Roxo Caxiense 25,00 d
EHA/42 Rizosfera Roxo Caxiense 20,00 e
EHA/98 Rizoplano Roxo Caxiense 16,67 f
EHA/44 Tunica Roxo Caxiense 14,28 f
EHA/62 Rizosfera Roxo Caxiense 0,00 g
EHA/63 Rizosfera Roxo Caxiense 0,00 g
EHA/64 Rizosfera Roxo Caxiense 0,00 g
EHA/75 Rizosfera Roxo Caxiense 0,00 g
EHA/56 Rizosfera Roxo Caxiense 0,00 g
EHA/90 Rizoplano Roxo Caxiense 0,00 g
EHA/91 Rizoplano Roxo Caxiense 0,00 g
EHA/54 Rizosfera Roxo Caxiense 0,00 g
EHA/93 Rizoplano Roxo Caxiense 0,00 g
EHA/94 Rizosfera Roxo Caxiense 0,00 g
EHA/58 Rizosfera Roxo Caxiense 0,00 g
EHA/96 Rizoplano Roxo Caxiense 0,00 g
EHA/59 Rizosfera Roxo Caxiense 0,00 g
EHA/99 Rizoplano Roxo Caxiense 0,00 g
EHA/100 Rizoplano Roxo Caxiense 0,00 g
EHA/101 Rizoplano Roxo Caxiense 0,00 g
EHA/104 Rizoplano Roxo Caxiense 0,00 g
EHA/105 Rizoplano Roxo Caxiense 0,00 g
EHA/106 Rizoplano Roxo Caxiense 0,00 g
EHA/107 Rizoplano Roxo Caxiense 0,00 g
EHA/108 Rizoplano Roxo Caxiense 0,00 g
EHA/60 Rizosfera Roxo Caxiense 0,00 g
EHA/110 Rizoplano Roxo Caxiense 0,00g
EHA/112 Rizoplano Roxo Caxiense 0,00 g
EHA/61 Rizosfera Roxo Caxiense 0,00 g
EHA/114 Rizoplano Chonan 0,00 g
EHA/116 Rizoplano Quitéria 0,00 g
EHA/117 Rizoplano Quitéria 0,00 g
Testemunha 0,00 g
CV(%) 18,74

(UMédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
@Antes da andlise, as porcentagens de coloniza¢io (x) foram submetidas & transfor-
x + 1 . Os dados sdo apresentados na escala original.

macgdo y =
Nota: CV = coeficiente de variacdo.
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te os bulbilhos foram imersos em
30ml de suspensio de cada um dos
isolados, preparada em solugédo sa-
lina (NaCl 0,85%) cuja concentragdo
foi ajustada pela escala de Mc
Farland n° 2 e agitados durante 5,5
horas em temperatura ambiente (20
+ 2°C). Apés este periodo, cada
bulbilho foi depositado em tubo de
ensaio (15cm x lcm) contendo 15ml
de agar-agua 0,8% (Figura 1). Em
seguida, os tubos foram acondi-
cionados em suporte metdlico e
transferidos para cAmara de cres-
cimento sob iluminac¢do fluores-
cente constante em temperatura
de 24 x 2°C.

Utilizou-se o delineamento expe-
rimental inteiramente casualizado
com quatro repeticoes, contendo um
bulbilho em cada repeticdo para
cada isolado bacteriano. A testemu-
nha consistia em bulbilhos imersos
em solugdo salina (NaCl 0,85%).

A avaliacdo foi realizada no 20°
dia apdés a microbiolizacdo dos
bulbilhos, observando-se visualmen-
te o comportamento das rizobac-
térias pela contagem do nimero de
raizes que foram colonizadas e do
numero total de raizes emergidas
(Figura 1B) e calculando-se a rela-
cdo entre estes valores e a porcen-
tagem de raizes colonizadas. Para
a andlise estatistica, os valores ori-
ginais foram transformados em
Jx +1 e submetidos a analise
de variincia (Anova), e as médias
foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5%.

Dos diferentes sitios de isolamen-
tos, obtevg-se um total de 53 isola-
dos bacterjanos, dos quais 16 foram
avaliados para a colonizagdo da cul-
tivar Chogan e 37 para a da ‘Roxo
Caxiense’

Na avpliacdo da colonizacédo
para a cultivar Chonan destacou-se

oisolado bhcteriano EHA/113, o qual
apresentolr 95,8% das raizes colo-
nizadas, spguido pelo isolado EHA/
115 com % de colonizacéo (Tabe-

la 1). Essds resultados indicam que
as bactérigs colonizadoras nesta cul-

cultivar Roxo Caxiense,
-se os isolados EHA/109
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Figura 1. (A) Aspecto leitoso no sistema radicular de alho colonizado
com rizobactéria; (B) Desenvolvimento do sistema radicular em tubo

de ensaio contendo dgar-dgua 0,8%

com 75% de colonizacdo e EHA/92
e EHA/113, ambos com 66,67% de
colonizacdo (Tabela 2). Observou-se
também que o isolado EHA/57 apre-
sentou 50% das raizes colonizadas,
0 que é considerado um bom indi-
ce. Para esta cultivar constatou-se
que, dos 37 isolados avaliados, 28
néo apresentaram colonizagdo, com-
provando que nem todas as bac-
térias isoladas de raizes de plantas
possuem a capacidade de coloniza-
¢do (Schort & Pancock, 1982).
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Dentre os 53 isolados avaliados
para a colonizacdo do sistema
radicular, destacaram-se na cultivar
Chonan os isolados EHA/113 e EHA/
115, e os isolados EHA/109, EHA/
92, EHA/113 e EHA/57, na cultivar
Roxo Caxiense.
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