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RESUMO - O objetivo deste estudo foi avaliar a germinagdo de sementes e o vigor de genotipos
(BRS 321, 323, 417) de girassol (Helianthus annuus) tratados com quatro isolados de bactérias
promotoras de crescimento. O estudo foi realizado no Laboratério de Microbiologia Ambiental
(LMA) e Setor de Campos Experimentais (SCE) da Embrapa Meio Ambiente — Jaguariina (SP),
com avaliagcdo realizada em sementes e plantas desenvolvidas. Os seguintes valores foram
determinados: vigor; anormais; mortas; primeira contagem (PCG); germinagéo (G);, comprimento
(CP) e biomassa total de plantulas (BTP) em laboratdrio; e: velocidade de emergéncia (VE);
emergéncia (E); mortas (M); biomassa da parte aérea de plantulas (BPA); altura de plantas (AP);
numero de folhas (NF); e biomassa final da parte aérea (BFPA) em casa de vegetagdo. As
associagbes apresentaram comportamento variavel nos diferentes ensaios, demonstrando maior
afinidade entre cepas de Bacillus sp. com o gendtipo BRS 323, e de todas as bactérias (Bacillus
sp., Pseudomonas putida e Paenibacillus sp.) em associagdo com o gendtipo 417 em avaliagdo de
sementes. Porém, os efeitos benéficos ndo perduraram até a fase de planta. A capacidade de
melhora de crescimento e germinag¢ao dos tratamentos com bactérias foi evidenciada neste estudo

e revisada na literatura.
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ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate seed germination and vigor of sunflower
(Helianthus annuus) genotypes (BRS 321, 323, 417) treated with four isolates of growth-promoting
bacteria. The study was carried out at the Laboratory of Environmental Microbiology (LMA) and
Experimental Fields Sector (SCE) of Embrapa Environment - Jaguariuna (SP), with evaluation
performed on seeds and plants developed. The following values were determined: vigor; abnormal;
dead; first count (PCG); germination (G); length (CP) and total biomass of seedlings (BTP) in
laboratory; and: emergence speed (VE); emergence (E); dead (M); seedling aerial biomass (BPA);
plant height (AP); number of leaves (NF); and final biomass of the aerial part (BFPA) in greenhouse.
The associations exhibited variable behavior in the different assays, demonstrating greater affinity
between strains of Bacillus sp. with the genotype BRS 323, and of all the bacteria (Bacillus sp.,
Pseudomonas putida and Paenibacillus sp.) in association with genotype 417 in seed evaluation.
However, the beneficial effects did not endure until the plant stage. The ability to improve growth

and germination of bacterial treatments was evidenced in this study and reviewed in the literature.

Keywords: Helianthus annus; development; emergence; Paenibacillus sp.; Bacillus sp.;

Pseudomonas putida.

1 INTRODUGAO

O girassol (Helianthus annuus) se destaca entre as oleaginosas pela alta qualidade de seu
6leo, cuja composigao quimica é rica em acidos graxos poli-insaturados que séo benéficos a saude
(MANDARINO, 2005). Essa caracteristica tao valorizada no mercado alimenticio traz, por outro
lado, o inconveniente de reduzir a longevidade do armazenamento de lotes de sementes e queda
na qualidade fisiolégica (FREITAS et al., 2004).

O tratamento de sementes com horménios vegetais, biorreguladores sintéticos e nutrientes
€ uma das técnicas disponiveis para estimular o crescimento das plantas, mesmo sob condigbes
de estresse ou mesmo de baixo vigor de semente (BERTOLIN et al., 2010; JUNQUEIRA et al.,
2017). Alternativamente, estdo em estudo tratamentos envolvendo a inoculagdo com
microorganismos, que associados as plantas, mostram eficiéncia no estimulo de crescimento,
efeitos fisioldgicos e agdo sobre metabdlitos das plantas (MELO & AZAVEDO, 1998). Destacam-se

as bactérias dos géneros Azospirillum, Pseudomonas e Bacillus, capazes de atuar como
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defensoras do sistema radicular, impedir a manifestagdo de microrganismos nocivos e produzir
compostos estimulantes (DE ARAUJO, 2008; OLIVEIRA et al., 2016).

O uso da bactéria Bacillus sp., favorecendo o crescimento de plantas ou com acao
antipatogénica ja foi comprovada em banana, meléo, tomate e feijao (OLIVEIRA et al., 2016). Para
girassol, Santos et al. (2014) verificaram efeito estimulante tanto de Bacillus sp. como de
Enterobacter cloacae sobre o crescimento da parte aérea em ensaio conduzido sob condicbes
adequadas de umidade, mas com resultados pouco expressivos sobre a biomassa aérea, em

condi¢des de estresse hidrico.

Apesar de seu provavel favorecimento as plantas, sabe-se pouco sobre suas interagoes
com os diferentes gendtipos de plantas que podem comprometer o sucesso do tratamento. Cada
gendtipo interage de forma Unica aos microrganismos ao qual foi exposto e por isso uma interagao
pode acabar sendo anulada por falta de compatibilidade (MELO & AZEVEDO, 1998). No caso
especifico do girassol, seu potencial alelopatico também pode interferir na interagdo planta
microrganismo, uma vez que as substancias produzidas pelo girassol podem impedir que outras
plantas e microrganismos se desenvolvam com eficacia, como € o caso das plantas daninhas e de
outros girassois em seu entorno (MANDARINO, 2005).

Com base no exposto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a germinagao de sementes
e o vigor de plantas de trés gendtipos de girassol (BRS 321, BRS 323 e BRS 417) tratados com

quatro isolados de bactérias promotoras de crescimento.
2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi executado entre janeiro e abril de 2019, envolvendo uma etapa em laboratério
(Laboratoério de Microbiologia Ambiental — LMA) e uma etapa em casa de vegetacdo (Setor de
Campos Experimentais — SCE) ambas na Embrapa Meio Ambiente — Jaguariina — SP. Os
tratamentos foram compostos pela associagédo entre gendtipos de girassol e isolados de bactérias
promotoras de crescimento, conduzidos sob delineamento estatistico inteiramente casualizado em
esquema fatorial 3 x 5, sendo: trés gendtipos de girassol (BRS 321, BRS323 e BRS417)
associados a quatro isolados de bactérias (Pseudomonas putida, Paenibacillus sp., Bacillus sp., e a

combinacdo dos isolados), além de uma testemunha nao tratada.

Como materiais vegetais, foram analisadas amostras das sementes de cada um dos trés
gendtipos, cuja caracterizagdo inicial foi baseada na primeira contagem de germinagéo (PCG) e
porcentagem de germinagéo (G) das sementes (Tabela 1), segundo metodologia das Regras para
Analise de Sementes (BRASIL, 2009).



13° Congresso Interinstitucional de Iniciacao Cientifica — CIIC 2019

30 e 31 de julho de 2019 - Campinas, Sao Paulo
ISBN: 978-85-7029-149-3

Tabela 1. Caracterizacao inicial das sementes de girassol, contendo primeira contagem da germinacao aos
quatro dias (PCG), contagem final da germinacgéo (G), anormais e mortas aos 10 dias apds o inicio do teste
de germinacgao.

Genétipos PCG (%) G (%) Anormais (%) Mortas (%)
BRS 321 63 77 7 16
BRS 323 56 78 6 16
BRS 417 63 81 5 14

As bactérias foram selecionadas a partir da colegdo de microrganismos da Embrapa Meio
Ambiente e seu preparo pré-inoculacdo de sementes deu-se primeiramente pela etapa de
multiplicacao, utilizando a técnica de semeadura em meio liquido (OKURA & RENDE, 2010) TSB
(Caldo soja tripticaseina), sob agitacao, por dois dias. Feito isso, seguiu-se para a etapa de
centrifugacdo em tubos Falcon durante cinco minutos para a formacao de pellets (Figura 1A).
Consecutivamente, ocorreu a suspensdo das bactérias em solugdo salina a 0,9%, com
concentragao ajustada em espectrofotébmetro até a obtengéo de 0,1 de absorbancia em 600nm.
Foram preparados 300 ml de suspensao de cada bactéria e desses foram retirados 100 ml de cada
para compor a combinagao, em frascos Erlenmeyer (Figura 1B). Finalizando com a inoculagéo, na
qual as sementes de cada genotipo foram submetidas aos quatro tratamentos somados a uma
testemunha por 20 minutos sob agitacdo (NASCIMENTO, 2018).

Figura 1. Tubo Falcon preenchido com meio de cultura e pellet apds centrifugagéo (A); Sementes de girassol
imersas em solugéo contendo isolados de bactérias promotoras de crescimento (B).

Apobs o preparo, parte das sementes ja inoculadas seguiu para a execugao da etapa em
laboratério, para analise dos efeitos sobre o vigor das sementes, o restante foi direcionado para a

etapa de avaliagao de plantas, em casa de vegetagao.

Na etapa de laboratério, determinou-se: a) porcentagem de germinacao (G) (Figura 2A); b)
primeira contagem de germinacao (PCG) (Figura 2B). Para isso foram usadas quatro repeticoes de

25 sementes por tratamento, distribuidas em papel Germitest tratado com nistatina a 0,01% e



13° Congresso Interinstitucional de Iniciacao Cientifica — CIIC 2019

30 e 31 de julho de 2019 - Campinas, Sao Paulo
ISBN: 978-85-7029-149-3

acondicionamento em camara de incubagéo tipo B.O.D (Figura 2C), com temperatura 25°C (Figura
2D), sem fotoperiodo, conforme as Regras para Anadlise de Sementes (BRASIL, 2009).
Adicionalmente, foram utilizadas cinco plantulas normais obtidas no teste de germinagédo para
avaliar: ¢) comprimento de plantulas (cm) (CP), determinado desde a insergédo da raiz até insergao
do cotilédone, usando régua graduada; e d) biomassa total de plantulas (g plantula™) (BTP),
avaliada apos secagem do material vegetal em estufa sob circulagdo forcada de ar, a 70°C até
peso constante e pesagem em balangca de trés casas decimais, ambos seguindo metodologia

proposta por Nakagawa (1994).

Figura 2. Vista das plantulas na avaliagdo da contagem final no 10° dia ap6s a colocagao das sementes (A);
Teste de primeira contagem de germinagdo com avaliagdo no 4° dia apds a colocagédo das sementes (B);
Vista da cdmara B.O.D contendo os rolos de papel para a condugao do teste de germinagao (C); Camara
B.O.D e suas configuragdes utilizadas no decorrer do ensaio (D).

O ensaio em casa de vegetagao utilizou 60 vasos (4 repeticoes x 15 tratamentos)
distribuidos aleatoriamente em bancadas e contendo 5 L de solo corrigido, adubado, umedecido
por capilaridade até atingir 80% da capacidade de campo (Figura 3A). A semeadura, utilizando o
restante das sementes tratadas, foi realizada em cinco pontos com profundidade entre 3 cm a 5
cm, equidistantes em formato circular; sendo que cada ponto recebeu trés sementes, num total de
15 sementes por vaso. Apos 10 dias da semeadura realizou-se o desbaste, com a manutencgao de
uma plantula por ponto (Figura 3B).

Figura 3. Vista geral dos vasos em bandeja contendo agua para atingir a capacidade de campo do solo (A);
Plantulas de girassol no 10° dia apds o desbaste em ensaio de girassol conduzido em condi¢des controladas
de casa de vegetagdo na Embrapa Meio Ambiente, 2019 (B).
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Como parametros de vigor de plantulas em vaso determinaram-se: a) velocidade de
emergéncia de plantulas (VE), com contagem diaria de plantulas emergidas até os 10 dias apds a
semeadura, usando a féormula de calculo descrita na Equacdao 1, onde VE= Velocidade de
Emergéncia (dias), G1, G2, Gn = n° de plantulas normais a 1°, 2° e ultima contagem, N1, N2, N, =n°
de dias da semeadura a 1°, 2° e ultima contagem; b) porcentagem de emergéncia final de plantulas
(E), avaliada aos 10 dias apdés a semeadura; c) porcentagem de plantulas mortas ou nao
emergidas (M), avaliadas aos 10 dias apds a semeadura e d) biomassa da parte aérea de plantulas
(g plantula’) (BPA), obtida a partir do material vegetal retirado no momento do desbaste,
determinado desde a inser¢ao do capitulo até o colo da haste, secos em estufa sob circulagao
forcada de ar, a 70°C até peso constante e pesados em balanca de trés casas decimais; com todos
os testes de vigor seguindo metodologia proposta por Nakagawa (1994).

:(N1Gl)+(Nsz)+"'+(NNGG) (1)

VE
GI+GZ+"'+GG

Ap6s 54 dias de condugao foram avaliados: a) altura de plantas (AP), desde a insergdo do
capitulo até o colo da haste, utilizando trena; b) numero de folhas completamente desenvolvidas
(NF), contagem do numero de folhas por planta, desde o colo da haste até antes das sépalas; c)
biomassa final da parte aérea de plantas (g planta™) (BFPA), determinado desde a insergcdo do
pedunculo da planta até o colo da haste, secos em estufa sob circulagao forgcada de ar, a 70°C até

peso constante e pesados em balanga de trés casas decimais.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e teste Tukey para comparacéo de
médias (p<0,05), sendo os dados referentes a porcentagem de sementes mortas transformados em
raiz quadrada de Y + 0,5, por ndo apresentarem distribuicdo normal. Utilizando o pacote estatistico
SISVAR (FERREIRA, 2000).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A caracterizacao inicial dos gendtipos (Tabela 1) mostra que todos os lotes de sementes
encontravam-se com a porcentagem de germinacao acima do limite exigido pelas Regras Para
Andlise de Sementes (2009) para comercializagdo no Brasil. Também os dados de primeira
contagem estavam satisfatérios, com resultados acima de 50%, com pior desempenho apenas do

BRS 323, indicando um nivel de vigor ligeiramente inferior.

Houve efeito significativo da interagéo entre gendtipos de girassol e isolados de bactérias
para os parametros relacionados as analises de sementes, na etapa do estudo em laboratério

(Figura 4). Este resultado permite inferir que os isolados de bactérias estudados alteraram de forma
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diferente a geminagdo de semente e o desenvolvimento de plantulas para cada um dos trés

gendtipos.

A germinagdo de sementes e o crescimento de plantulas do BRS 321 (Figura 4) néo se
alteraram com nenhum dos isolados e nem mesmo pela combinagéo deles. Ja o gendtipo BRS
323, que trazia um vigor inicial menor que os demais gendétipos, apresentou melhor desempenho
de germinacao de sementes, tanto inicial (Figura 4A), como final (Figura 4B), quando associado ao
Bacillus sp., com 28 (pp) € 19 (pp) de diferenga em cada teste, respectivamente. Por outro lado, na
fase de crescimento de plantulas (Figura 4C e D) este gendtipo nao foi alterado por nenhum
isolado. Essa variagdo de resultados reforga a hipétese de ocorrerem associagbes simbidticas
especificas e individualizadas, podendo resultar em melhora, piora ou neutralidade separadas por
uma linha ténue em funcéo do gendtipo utilizado e da espécie do microrganismo, como elucidado
em Melo & Azevedo (1998).

Ainda na Figura 4A e B, verifica-se o efeito favoravel de todos os isolados e sua
combinagéo sobre a germinagdo de sementes do gendtipo BRS 417; com incremento de cerca de
41 pontos percentuais (pp) em relagao a testemunha no teste de PCG e de cerca de 29pp, para G.
Contudo para os parametros referentes a fase de plantulas houve efeito positivo (47%) em relagéao
a testemunha, apenas em CP (Figura 4C), quando o BRS 417 estava associado com Bacillus sp.,

mas sem efeitos sobre BTP.
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" Médias seguidas de mesma letra mailscula ndo diferem entre si para os gendétipos dentro de cada isolado de bactéria e
médias seguidas da mesma letra minuscula néo diferem entre si para os isolados de bactéria, dentro de cada gendtipo de
girassol, a 5% de probabilidade pelo Teste Tukey.

Figura 4. Interagcao entre gendtipos de girassol e isolados de bactérias promotoras de crescimento, em
ensaio conduzido sob condi¢des de laboratério, na Embrapa Meio Ambiente.

Corroborando o presente estudo, no qual dois gendtipos (BRS 323 e 417) responderam
positivamente a interagdo com Bacillus sp., também foram encontrados resultados de incremento
no comprimento de plantas e na germinagéo de sementes de feijao associadas ao género Bacillus
(OLIVEIRA et al., 2016). Os mesmos beneficios foram encontrados em culturas de soja e algodao
num estudo conduzido por De Araujo (2008). A eficacia dessas associagbes é tida como
consequéncia da melhora de fixagao de nitrogénio, absor¢cao de nutrientes e relagdo do aumento
de producéao de fitormdnios como a auxina, citocinina e giberilina com a germinagao, emergéncia e
peso beneficiados (DIAZ, 2018).

O género Pseudomonas é retratado como biocontrolador de fitopatégenos para algumas
plantas e é associado ao aumento de germinagdo de sementes e no crescimento, ao proporcionar

protecao, produgao de antibidticos e sideroforos (CATTELAN, 1999) e solubilizagao de fosforo (P)

8
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(DE ARAUJO, 2008). Os mesmos efeitos foram relatados por Silveira (2008) em cepas de
Paenibacillus sp. em culturas de arroz e trigo, comprovando a efetividade da associagdo desses

dois isolados no gendtipo BRS 417 nos parametros PC, G e somente do Paenibacillus sp. em BTP.

Com relagao aos resultados da etapa de vasos em casa de vegetagao, nédo foi observada
interacdo significativa entre gendtipos de girassol e isolados de bactérias promotoras de
crescimento para nenhum parametro estudado (Tabela 2). Observou-se apenas efeito significativo
dos gendtipos sobre o crescimento de plantulas (até 10 dias apds semeadura) e plantas de girassol
(entre 10 e 58 dias apds semeadura). Isto permite inferir que os isolados estudados nao foram
suficientemente eficientes em manter os beneficios observados na fase de laboratério para

condi¢cdes que envolvem solo, mesmo sob ambiente controlado.

Ainda que nao sejam observadas interagdes dos isolados com os gendtipos de girassol no
presente ensaio, Santos et al. (2014) observaram aumento de crescimento em cultura de girassol
associado a isolados de Bacillus sp.. Nao obstante foram encontradas promog¢éo de peso seco e
altura em plantas de Eucalipto em solo esterilizado por Campello (1992), utilizando associagdo com
0s géneros Pseudomonas e Bacillus sp.. O aumento de peso seco, tanto de raiz quanto da parte
aérea também foi verificado por Mantovanello & Melo (1994), em plantulas de tomateiro associadas

ao Pseudomonas em solo ndo autoclavado.

Na Tabela 2 é possivel observar melhor desempenho do genétipo BRS 321 para a maioria
dos parémetros avaliados tanto na fase de plantulas (menor VE, maior BPA) como em plantas
(maior AP). Apenas NF foi inferior aos demais, porém esta € uma caracteristica genética especifica

que pode nao afetar diretamente o desempenho da planta.

Tabela 2. Médias de velocidade de emergéncia (VE), porcentagem de emergéncia (E), porcentagem de
mortas (M), biomassa da parte aérea de plantula (BPA), referentes a fase de plantulas e altura de plantas
(AP), numero de folhas (NF), biomassa final da parte aérea de plantas (BFPA), referentes a fase de plantas
em funcéo dos gendtipos de girassol. Dados da analise de variancia para ensaio conduzido sob condigées de
casa de vegetagao, localizada na Embrapa Meio Ambiente — Jaguariina— SP.

Fase de Plantulas Fase de Plantas
Genétipos VE (dias) E(%) M (%) BPA (g) AP (cm) NF BFPA (g)
BRS 321 56 a 86 a 3,38a 0,05a 9295 a 14,8 b 10,19 ab
BRS 323 6,0b 85a 3,69ab 0,03c 82,36 b 159ab 10,94 a
BRS 417 6,3¢ 70b 513b 0,04 b 81,15b 16,5 a 9,14 b
F Calculado

Isolados (l) 6,169** 0,420 0,611 1,191ns 0,964ns 0,384 1,000m
Genétipo (G) 15,397** 5,821**  4,799**  39,047** 21,455** 4,585* 3,877*

G Xl 0,542s 1,336 1,161" 0,349 2,106"s 1,080 1,214ns
cv 7,15 20,7 46,8 19,4 7,33 11,9 20,37
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* Significativo a 5% pelo Teste Tukey (P<0,05). **Significativo a 1% pelo Teste Tukey (P<0,01). "™ Nao
significativo pelo Teste Tukey (P>0,05). As médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre
0s gendtipos, a 5% de probabilidade pelo Teste Tukey.

A velocidade de emergéncia apresentou diferenga estatistica significativa em fungéo dos
isolados, com menor média de dias para germinagao entre Bacillus sp. e Paenibacillus sp. (5,7
dias) em relagéo a testemunha (6,3 dias). Contudo, quando aplicada a diferenga se torna minima

entre os in6éculos e a testemunha (0,6 dia).

As diferengas observadas nos diferentes gendtipos sdo encontradas de acordo com cada
variedade do girassol. Montalvao et al. (2015) verificaram diferencas significativas para altura de
plantas e dias para floragéo inicial de diversos genétipos de girassol, incluindo o BRS 323, que
demonstrou a menor altura entre eles. Numero de folhas e altura da inser¢ao do capitulo revelaram
grande divergéncia genética observada por Amorim et al. (2007). Essas variagbes de
caracteristicas se assemelham as encontradas no presente trabalho em ensaio de casa de

vegetacao e esclarecem as diferengas e individualidades morfolégicas de cada gendétipo.
4 CONCLUSAO

A germinacao de sementes e o vigor de plantulas de girassol se alteram em fungado da
combinacdo entre gendtipos e isolados de bactérias promotoras de crescimento, porém este efeito

nao perdura na fase de planta.

A interacao entre o gendtipo BRS 323 e o isolado de Bacillus sp. favoreceu a germinagao e
o vigor de sementes de girassol em condi¢des de laboratdrio, enquanto no gendtipo BRS 417, as

interacdes com todos os isolados foram benéficas para esses parametros.
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