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“E preciso encontrar as coisas certas da vida para que tenha o sentido que deseja.
Assim, a escolha de uma profissdo também é a arte de um encontro, porque uma vida s

adquire vida quando a gente empresta nossa vida para o resto da vida.”

Vinicius de Moraes



RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar o desenvolvimento de plantulas de soja e milheto
utilizando diferentes tipos de recipientes, meios de cultura, sem e com supressdao de
nutrientes. Como recipientes, utilizaram-se placas de Petri, tubos de vidro e potes plasticos. Ja
como meios de cultura, utilizaram-se o BDA e agar-agar comerciais, com e sem a solucéo
nutritiva B&G. Percebeu-se que é possivel cultivar plantas de milheto ou soja nos meios de
cultura BDA ou &gar-agar, entretanto o meio agar-agar é mais indicado pois promoveu melhor
desenvolvimento das plantas, e também possibilitou melhor observacdo do crescimento e

arquitetura do sistema radicular.

Palavras-chave: &gar-agar, BDA, arquitetura de raizes.



ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate the development of soybean and millet
seedlings using different types of containers, culture media, without and with nutrient
suppression. As containers, Petri dishes, glass tubes and plastic pots were used. As a means of
culture, commercial BDA and agar-agar were used, with and without the B & G nutrient
solution. It was noticed that it is possible to grow millet or soybean plants in the BDA or agar
agar medium, but the agar medium is more indicated because it promoted a better
development of the plants and also allowed a better observation of the growth and architecture

of the root system.

Key words: agar-agar, BDA, root architecture.
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1. INTRODUCAO

Meios de cultura sdo tradicionalmente utilizados em diferentes areas de estudo, como
a fitopatologia e microbiologia para promover o crescimento microrganismos. Existem
diferentes tipos de meio de cultura especificos para isolar ou crescer determinadas espécies de
microrganismos. Também podem ser utilizados para transporte, conservacdo, provas de
identificacdo ou para teste de sensibilidade a antimicrobianos (ANVISA, 2004).

Para a fabricacdo de alguns meios de cultura (meio chocolate, Thayer-martin
chocolate, Salmonella-shigella, BDA, agar-4gar entre outros) sdo utilizados agentes
solidificantes, sendo o agar o mais utilizado. O agar nutriente também é utilizado como meio
para cultivo preliminar de amostras submetidas & exames bacterioldgicos e isolamento de
organismos para culturas puras, sendo seu uso mais frequente para a conservacdo e
manutencdo de culturas em temperatura ambiente, além de ser simples, barata, facil e rapida a
sua preparacdo (ANVISA, 2004). O &gar também pode ser empregado como meio para
germinacdo e crescimento de plantas. A composi¢do quimica dos meios de cultura deve
contemplar as demandas nutricionais de microrganismos ou plantas (Pizetta et al., 2006).

Os sistemas radiciais da planta realizam muitas funcGes adaptativas essenciais,
incluindo a absorcdo de agua e nutrientes, ancoragem ao solo e o estabelecimento de
interacOes bioticas na rizosfera. Mudancas na arquitetura do sistema radicular podem afetar a
capacidade das plantas de absorver nutrientes e agua (Lopez-Bucio, Cruz-Ramirez, &
Herrera-Estrella, 2003) e possibilitar a adaptacdo das plantas a ambientes pobres em
nutrientes.

O desenvolvimento do sistema radicular é geralmente altamente assimétrico e reflete a
capacidade das raizes para ajustar seu crescimento e desenvolvimento a fatores ambientais
(Lopez-Bucio, Cruz-Ramirez, & Herrera-Estrella, 2003 apud Robinson, 1994; Forde &
Lorenzo, 2001).

No trabalho de Pacheco-Villalobos e Hardtke (2009) péde-se observar a diferenca de
crescimento de raizes de plantas utilizando placas MS-agar e em um tubo contendo meio-
phytagel, e as sementes foram germinadas dentro do tubo e das placas. Apos a germinacao,
pdde-se observar toda a arquitetura da planta, formacdo e distribuicdo de raizes principais e
secundarias.

O desenvolvimento de protocolos especificos para a germinacdo de sementes e

visualizagdo do desenvolvimento radicular de diferentes espécies € essencial no suporte
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metodologico de pesquisas em muitas areas de estudo, como para fertilizantes e estimuladores
de crescimento.

Assim, o objetivo do estudo foi avaliar o desenvolvimento de plantulas de soja
(Glycine max) e milheto (Pennisetum glaucum) utilizando diferentes tipos de recipientes,

meios de cultura sem e com supressdo de nutrientes.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. MEIO DE CULTURA BDA

Inicialmente, testou-se diferentes concentracdes (40, 50 e 60 g/I) do meio de cultura
BDA comercial (potato glucose agar), com e sem a solucdo nutritiva B&G (Alvarez V.,
2007). Por apresentar média dureza, possibilitando melhor crescimento radicular, considerou-
se a concentracdo 50 g/l, como a melhor.

A solucdo nutritiva B&G (Alvarez V., 2007) ¢ uma solucdo composta por macro e
micronutrientes vegetais, conforme segue: Sulfato de Ferro Il (9,256 g/kg); EDTA (12,895
g/kg); Molibdato de Amdnio (0,024 g/kg); Acido Borico (3,850 g/kg); Sulfato de Niquel
(0,425 g/kg); Sulfato de Manganés (3,569 g/kg); Sulfato de Zinco (2,855 g/kg); Sulfato de
Cobre (0,126 g/kg); Ureia (73,890 g/kg); MAP Purificado (126 g/kg); Nitrato de Potassio
(200 g/kg); Cloreto de Potassio (303,510 g/kg); Sulfato de Potéassio (10,950 g/kg); Sulfato de
Magnésio (90,650 g/kg), e Nitrato de Célcio (262 g/kg).

Para o ensaio, omitiu-se 0 P na composicdo do meio, tendo em vista que o protocolo
em desenvolvimento objetiva estudos com fertilizantes fosfatados.

Na Tabela 1 estdo descritos os teores totais de nutrientes do meio, que foi preparado
misturando-se 40 g de sacarose, 4,34 g da mistura das fontes (omitindo a fonte de P, MAP
Purificado) e posteriormente diluido em 10 L de agua deionizada. O meio foi autoclavado a
120 °C, tratado com Derosal (50 mg/l) e com o antibidtico Sulfato de Estreptomicina (25 ml/l)

para evitar proliferacdo de microrganismos.



Tabela 1: Teores totais de nutrientes contidos na solucéo nutritiva utilizada no ensaio

N P S K Ca Mg Cl Mo B
------------------------------------------- g/kg-------
93,932 - 13,424 175,331 41,92 8,213 91,58 0,012 0,655
Fe Mn Zn Cu Ni Na
------------------------------------------- g/kg-------

1,759 0,928 0,571 0,063 0,081 1,56

No ensaio, utilizaram-se placas de Petri descartaveis esterilizadas, com didmetro de 90
mm e altura de 15 mm. As sementes de soja foram desinfetadas com solucdo de hipoclorito de
sodio (40 % v/v, diluido em &agua deionizada), de alcool (70 % v/v, diluido em agua
deionizada) e lavadas com agua deionizada para retirar o excesso das solugdes. A montagem
nas placas foi feita em camara de fluxo, esterilizando-se todo o material utilizado com alcool
70 %, para evitar contaminac@es, no Laboratério Bionema, no BIOAGRO. A condugéo do
experimento foi realizado em camara de crescimento no Laboratério de Isétopos Estaveis
(LIE) a 25 °C, fotoperiodo de 12 h.

As sementes foram dispostas na placa de Petri, como mostrado na Figura 1A,
posicionando-se duas sementes na superficie do meio, em paralelo em cada placa com
aproximadamente 30 ml de meio de cultura. Ap6s a germinacdo das sementes de soja, as
placas foram cobertas com papel aluminio (Figura 1B) para evitar a entrada de luz, que
poderia induzir ao fotoblastismo negativo, afetando negativamente o crescimento radicular.
Foram retiradas as tampas das placas de Petri para possibilitar o crescimento livre das plantas,

apos 11 d da emergéncia, mas as placas foram mantidas cobertas com papel aluminio.
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Figura 1. Disposi¢do das sementes de soja em placa de Petri (A), e detalhe da cobertura
com papel aluminio (B) visando bloguear a entrada de luz.

2.2. MEIO DE CULTURA AGAR-AGAR

Para a producdo do meio agar-4gar também se utilizou a solucdo nutritiva B&G. A
concentracdo de agar para esse meio foi de 20 g/l. O meio foi autoclavado a 120 °C. Foram
utilizados tubos de ensaio de vidro e potes de 250 ml descartaveis, onde foram mantidos por
20 min em solucdo com agua sanitaria para desinfeccdo dos recipientes. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado com trés repeticdes.

Utilizaram-se sementes de soja e de millheto, ambas tratadas com fungicida comercial
Derosal, (principio ativo carbendazim, na dose recomendada equivalente a 0,075 ml do
produto para 0,075 kg de semente), sendo que durante a montagem considerou-se
procedimentos assépticos para evitar contaminacfes microbianas, em camara de fluxo, no
Laboratdrio de Fungos da UFV. Em seguida, foram levados para a cAmara de crescimento no
LIE a 25 °C, com fotoperiodo de 12 h (Figura 2).

Apos a germinacdo das sementes, foram retiradas as tampas dos potes e o plastico
filme que cobria os tubos, para que as plantas crescessem livremente e foi adicionado papel
aluminio sobre os potes, individualmente, para evitar a entrada de luz. Adicionou-se agua

deionizada, para prevenir o secamento do meio.

11



Figura 2. Visualizacdo do ensaio em tubos e em potes.

Os ensaios com sementes de soja e de milheto foram conduzidos por 21 e 8 d,
respectivamente. O tempo menor para as sementes de milheto se deve ao fato de as sementes
ndo germinarem e com isso foi feito o plantio de sementes pré-germinadas. Logo apds,
mediu-se 0 comprimento da parte aérea, e massa de matéria seca da parte aérea e do sistema
radicular. Para tanto, as amostras foram secadas em estufa (70 °C) de ventilacdo forgcada de ar
até massa constante.

Os dados foram submetidos a anéalise de variancia, sendo os efeitos de recipientes e da

omissdo de nutrientes comparados por meio do teste F.

3. RESULTADOS

O ensaio com meio de cultura BDA foi contaminado por microrganismos ap6s 4 d do
destampamento. Sendo que aos 7 d apresentou-se contaminado, reduzindo o crescimento das
plantas de soja (Figura 3). Também pbde-se observar o crescimento horizontal da planta de

soja devido a placa de Petri limitar o seu crescimento vertical (Figura 3).
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11 dias 11 dias 18 dias 18 dias

Figura 3. Desenvolvimento das plantulas de soja em meio de cultura tipo BDA, em nas

placas de Petri.

Nos dois tratamentos houve problemas de contaminacdo e o impedimento do
crescimento vertical das plantas.

No ensaio com &gar-4gar observou-se muito baixa contaminacdo do meio por
microrganismos, sendo que tanto nos potes quanto nos tubos pdde-se observar o
desenvolvimento radicular da planta.

Observa-se através da Figura 4 que houve facilidade de visualizagdo do sistema
radicular principal e secundario das plantas de soja, cultivadas em tubos de vidro. O meio
apresentou-se pouco opaco, o que sugere a utilizacdo de menores concentracbes de agar-agar

para este proposito.
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Figura 4. Visualizacdo de plantulas de soja crescidas em meio de cultura agar-agar, em tubos
de vidro. Destaca-se a visualizacao da arquitetura do sistema radicular.

Pdde-se visualizar o sistema radicular das plantas de soja cultivadas em potes de
plastico, no entanto a visualizagdo da arquitetura radicular so foi possivel no fundo do pote,

devido a elevada opacidade do meio (Figura 5).

Figura 5. Visualizacdo de plantas de soja com meio de cultura 4gar-4gar em potes de plastico.
Destaca-se a visualizacdo da arquitetura do sistema radicular no fundo do pote.

Visualmente, percebeu-se que quando houve fornecimento de nutrientes (Figura 6A),
aparentemente, o sistema radicular das plantas de soja se desenvolveram menos gque quanto 0s

nutrientes foram suprimidos (Figura 6B).
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Figura 6. Plantas de soja que foram cultivadas em potes plasticos com meio de cultura
agar-agar sem (B) e com solugdo nutritiva (A).

No meio de cultura agar-agar, tanto em potes de plastico como em tubos de vidro,
houve desidratacdo e enovelamento radicular (Figura 7). Nos tubos, a perda de agua do meio
foi mais limitante para o desenvolvimento das plantas, devido ao menor volume de meio que
intensificou o enovelamento radicular, dificultando a visualizacdo da arquitetura. Ja nos potes,
mesmo havendo o ressecamento e inicio do enovelamento das raizes, ndo foi limitante devido

a maior quantidade de meio e espaco para crescimento radicular.

‘“\":‘
———

Figura 7. Detalhe do enovelamento do sistema radicular da soja e da diminuicdo do
volume do meio de cultura agar-4gar em tubos (a esquerda) e em potes (a direita), devido a

perda de agua.
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N&o houve efeito de recipiente e da supressdo de nutrientes sobre a producdo de
matéria seca da parte aérea e da raiz da soja. Entretanto, curiosamente houve maior
crescimento da parte area (CPA), quando houve omissdo de nutrientes (Tabela 2). Para o
milheto (Tabela 3), devido & perda de unidades experimentais, ndo foi possivel realizar a

analise estatistica dos dados.

Tabela 2: Efeito da presenca de nutrientes no crescimento e producdo de matéria seca da

parte aérea e radicular de plantas de soja

MSPA MSR CPA
Recipiente  Sem SN Com SN  Sem SN Com SN  Sem SN Com SN
--------------- g planta™?--------mmmee - S
Pote 0,148 aA* 0,102aA 0,065aA 0,024aA 21.33aA 13.54 aB
Tubo 0,150 aA 0,131aA 0,042aA 0,060aA 23.67 aA 10.33 aB

*médias (n=3) seguidas de mesma letra mindscula nas colunas e maiusculas nas linhas ndo diferem entre si pelo
teste F

** MSPA (matéria seca da parte aérea); MSR (matéria seca radicular); CPA (comprimento da parte aérea).

Tabela 3: Efeito da presenca de nutrientes no crescimento e producdo de matéria seca da

parte aérea e radicular de plantas de milheto

MSPA MSR CPA
Recipiente  Sem SN ComSN SemSN ComSN Sem SN Com SN

----------------------- g planta™----------------- e EEREE o EEEEEERREEE
Pote 0,0049 0,0074 0,0032 0,0055 75 17,5
Tubo 0,0063" - 0,0026 0,0057° 85 200"

*numero de repeticdes igual a 1. Demais valores foram obtidos de duas repeti¢des.

** MSPA (matéria seca da parte aérea); MSR (matéria seca radicular); CPA (comprimento da parte aérea).
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4. DISCUSSAO

A contaminagdo microbiana do meio BDA deve-se ao fato de esse meio ser mais
atrativo para diversos microrganismos por ser composto por batata, uma fonte de nutrientes,
juntamente com a dextrose (ANVISA, 2004). JA4 o meio de cultura agar-agar contém
carboidrato estrutural oriundo da parede celular de algas, sendo uma complexa mistura de
polissacarideos (Agargel, 2017), tornando o menos nutritivo, portanto menos atrativo para o
crescimento microbiano.

As placas de Petri limitaram o crescimento das plantas, devido a pequena altura, ndo
possibilitando o pleno crescimento vertical.

A coloragdo esbranquicada no meio éagar-agar facilitou a visualizacdo das raizes.
Entretanto, poderia ser menos opaca, utilizando-se menor concentracdo do meio, além de
possibilitar que ficasse mais gelatinoso, facilitando a retirada do sistema radicular sem danos.
O baixo nivel (aproximadamente 5 cm de altura) de &gar-a4gar no tubo fez com que as raizes
ficassem enoveladas, o ideal seria uma altura maior para que houvesse melhor
desenvolvimento do sistema radicular.

Para a conducdo de ensaio com meio de cultura agar-agar com plantas, é interessante a
utilizacdo de recipientes que possuem diametro e altura maiores, para possibilitar o
crescimento das plantas por mais tempo, sem entrar em contato com o ambiente, e diminuindo
a possibilidade de contaminagéo ou desidratacdo do meio.

As plantas que foram conduzidas sem solucdo nutritiva em meio de cultura agar-agar
apresentaram maior crescimento radicular, havendo o aprofundamento do sistema radicular
onde é possivel porque as raizes sdo flexiveis, lubrificadas e podem alterar a direcdo para
ultrapassar obstaculos, como agregados ou estruturas mais adensadas (Sediyama, Silva &
Borém, 2015 apud Vepraskas, 1994), explorando todo o meio, utilizando sua reserva e a dgua
contida no meio para crescer e desenvolver. Assim, 0 maior crescimento da parte aérea, no
mesmo meio sem solucdo nutritiva, ocorreu o estiolamento das plantas de soja, em fase de
emergéncia.

Recomenda-se 0 uso de sementes pré-germinadas, tendo em vista que 0s meios de
cultura ndo propiciam condigOes ideais para a germinagdo das sementes, como arejamento e

suprimento de agua.
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5. CONCLUSAO
Conclui-se que é possivel cultivar plantas de milheto e soja em meio de cultura BDA e
agar-agar. Objetivando visualizar a morfologia dos sistemas radiculares, 0 meio agar-agar é o

mais indicado, ndo havendo necessidade do uso de solucédo nutritiva até 21 d de crescimento.
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