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A rizobiologia desenvolveu-se gracas aos preceitos dos
postulados de Koch, que se baseiam na associacao
entre bactéria e hospedeiro, isolamento, inoculacéo,
reproducéao de sintomas e reisolamento do agente causal.

Desde os primérdios desse tipo de pesquisa, a
comprovacao da fixacao bioldgica de nitrogénio em
leguminosas considerou a necessidade de evitar
contaminacoes nas condicOes experimentais, muitas
vezes, rigorosas, que impediam sua comprovacao pela
contaminacao por nitrogénio (ATLAS e BARTHA,
1993). Além disso, a contaminacao por bactérias
diazotréficas nao-alvo representa um elemento de
cautela, ja que esses microrganismos sao capazes de
viver saprofiticamente no ambiente.

Tradicionalmente, o mecanismo de avaliacdo da
eficiéncia e da eficacia de estirpes, em condicdes
assépticas, baseia-se no uso de vasos de Leonard, que
consistem de garrafas de vidro, cortadas em sua parte
inferior, colocadas em posicao invertida, dentro de
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outras garrafas de vidro de didmetro maior,
preferencialmente, ambas, em vidro ambar.
Opcionalmente, outras formas de materiais surgiram
como alternativa, como frascos de vidros (400 a 600
mL), tubos (de aproximadamente 200 x 25 mm), sacos
plasticos (com cerca de 0,12 mm de espessura e 130
x 14 mm) e papel germiteste (em torno de 230 x 120
mm) (REUNIAO..., 2007).

Entretanto, um dos grandes problemas encontrados em
laboratodrios de fertilidade e de microbiologia do solo é
a disponibilidade de garrafas adequadas, a confeccéao e
o uso de vasos de Leonard, feitos com garrafas de
vidro, que precisam ser cortadas, onerando bastante o
processo, pois cada corte custa em torno de R$ 1,00
(um Real). Para formar um par de vasos de Leonard,
sao necessarias duas garrafas de vidro.

O presente trabalho teve o objetivo de testar a
utilizacao de garrafas descartaveis tipo Pet em
substituicdo a garrafas de vidro na producao de vasos
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de Leonard, visando comprovar a autenticidade de
isolados de rizébio na promocéao da fixacao biolégica de
nitrogénio em feijao-caupi.

Para tal, foi conduzido um experimento em casa de
vegetacao, em condicoes estéreis, com a finalidade de
testar o uso de garrafas Pet, em substituicdo as
garrafas de vidro, na confeccéao de vasos de Leonard
para validacao de estirpes de rizébios da cultivar de
feijao-caupi IPA 206. As garrafas foram cortadas com
tesouras, a uma altura de 14-15 cm, a partir da base
(Fig. 1). Juntamente com as tampas, passaram por um
processo de assepsia, em caixa d'adgua de 1000 L, com
solucéo de hipoclorito de sédio (5%), tendo permanecido
imersas nessa solucéo por cerca de 1 hora (Fig. 2).

Apbs esse periodo, todo o material foi enxaguado com
agua corrente, para retirar o excesso de hipoclorito e,
em seguida, com agua destilada e autoclavada, sendo
colocado para secar em ambiente asséptico.

Para cada garrafa, usou-se 1,5 kg de substrato, com
areia lavada e vemiculita, na proporcao de 1:1 (v:v), os
quais foram colocados em sacos plasticos de
polietileno e levados para a esterilizacdo em autoclave,
por uma hora, a 121°C, por dois dias consecutivos.
Depois de fria, a mistura autoclavada foi colocada, na
parte de cima da garrafa e, na parte de baixo, foi
inserida a solucao nutritiva de Norris, isenta de
nitrogénio (VINCENT, 1970), conforme Fig. 3.

Depois de cheios com o substrato autoclavado,

os vasos preparados com garrafas tipo Pet foram
cobertos com sacos de papel, com capacidade para
2 kg, e amarrados com barbante, como mostra a
Fig. 4, para evitar o desenvolvimento de algas.

As sementes de feijao-caupi foram desinfetadas,
superficialmente, por 2 minutos, com alcool etilico a
70% e hipoclorito de sodio a 2%, por 3 minutos
(HUNGRIA, ARAUJO e JAMES, 1994). Em seguida,
foram lavadas por dez vezes, com dgua destilada e
autoclavada. Foram plantadas quatro sementes por
vaso. Apds sete dias da germinacao, foi feito um
desbaste, ficando duas plantas por vaso. A inoculacao
foi feita com 2 mL de inoculante por cada vaso (Fig.
5). Foram utilizadas 11 diferentes estirpes de rizébio,
obtidas de nédulos de feijao-caupi. Adicionalmente,
foram utilizados dois controles, sendo uma testemunha
sem inoculacdo e sem N e outra com N (100 mg de N;
NH,NO, por kg de substrato), com trés repeticoes.

Fig. 1. Altura do corte das garrafas Pet.

Fig. 2. Esterilizacdo das garrafas Pet e das tampas. (Em caixa
d'adgua de 1000 L com solucédo de hipoclorito de sédio a 5%

por um periodo de cerca de 1 hora).
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Fig. 4. Vasos de Leonard, feitos com garrafas Pet, cobertos

com sacos de papel.
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O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado. Os
parametros avaliados foram massa de ndédulos secos e
massa da parte aérea seca, aos 50 dias apds o plantio.
As médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5%
de probabilidade, com o auxilio do programa SAEG.

De acordo com os resultados, pode-se verificar a
funcionalidade das garrafas tipo Pet, nos vasos de
Leonard, com formacao de nédulos nos tratamentos
inoculados e auséncia de nédulos na testemunha
absoluta e na testemunha com N (Fig. 6, Tab. 1). Nao
foi observada contaminacao da testemunha absoluta
com N, ja que as plantas apresentaram folhas
cloréticas, caracterizando deficiéncia de nitrogénio, ao
contrario da testemunha sem inoculacao, mas com
adicdo de 100 mg de N na forma de (NH,NO,) por kg
de substrato, na qual as plantas apresentaram-se bem
desenvolvidas e sem sinais de deficiéncia de N. O
tratamento inoculado, a exemplo da estirpe 331-6, e
sem adicao de nitrogénio, apresentou um melhor
desenvolvimento e uma cor de verde mais intenso,
demonstrando a eficiéncia da estirpe utilizada em fixar
nitrogénio molecular (Fig. 6).

Houve diferenca significativa entre as estirpes de
rizébio testadas na producado de massa da parte aérea
seca e de massa seca de nédulos (Tab. 1), indicando
sua funcionalidade para avaliar diferencas entre as
estirpes testadas.

Adicionalmente, no processo, nao houve necessidade
de se utilizar algodao, tao pouco de tecido de morim,
para vedar as bocas das garrafas, ja que a solucao é
absorvida pelas plantas por capilaridade e através dos
furos, nas tampas rosqueaveis, com a vantagem de
nao provocar entupimentos, como acontece quando se
usa algodao.

Os resultados indicam que é possivel a utilizacdo de
garrafas tipo Pet em substituicao a garrafas de vidro, na
preparacao de vasos de Leonard, sem prejuizo na
conducao de experimentos, em condicOes estéreis, e na
validacao de estirpes de rizébios, além de ser um material
inerte, leve e resistente e de agregar outras vantagens
econdmicas, ecoldgicas e de logistica (Tabela 2).

A modificacao de vasos de Leonard com garrafas
descartaveis tipo Pet representa uma alternativa para
testar a autenticidade dos isolados de rizébio em
promover a fixagao biolégica de nitrogénio, ja que nao
foi observada contaminacao na testemunha absoluta.

Fig. 6. Da esquerda para a direita, testemunha sem inoculacéo e

sem N. (T. absoluta), testemunha sem inoculacdo e com N. TN

(NH,NO-,) e tratamento inoculado com a estirpe de rizébio 331-6.

Tabela 1. Massa da parte aérea seca (MPAS) e massa
seca de nédulos (MNS) de isolados de rizébio inoculados
na cultivar de feijao caupi IPA 206, aos 50 dias de apds
o plantio. TN (NH,NO,), testemunha sem inoculacé&o e
com N (100 mg de N; NH,NO, por kg de substrato) e

T. absoluta, testemunha sem inoculacdo e sem N.

222-1 10,11b 0,71a
471-7 11,30b 0,83a
352-7 12,11b 0,50b
461-4 12,75b 0,48b
532-1 14,74a 0,74a
213-7 14,90a 0,77a
352-10 15,42a 0,71a
331-6 15,94a 0,53b
451-3 16,78a 0,72a
353-6 17,10a 0,50b
111-6 17,29a 0,48b
TN (NH4NO3) 12,85b 0,0d
T. absoluta 0,31c 0,0c
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Tabela 2. Vantagens do uso das garrafas Pet em substituicao a garrafas de vidro na elaboracéo de vasos de Leonard.

Manuseio
leves

Esterilizacao
economia de energia

Consumo de agua

reaproveitada

Facil disponibilidade

Basta uma garrafa

Aquisicao
Preparo de um vaso
Corte das garrafas

Fechamento das garrafas
pequenos furos)

Menor risco

Menor risco

Resistem ao impacto
Menor volume ocupado

Entupimentos
Acidentes com cortes
Resisténcia ao impacto
Armazenamento
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Sem risco de quebrar e mais

Com tesouras e sem custos

com as préprias tampas (com

Maior risco de quebra e mais pesados

Com hipoclorito, nao quebra e Por autoclave, muitas quebram e gasto elevado

de energia

Maior consumo, mas pode ser Consumo apenas no processo de esterilizagao

Menor disponibilidade

Necessério duas garrafas

Com aquecedor e pode ter custos no caso de
servico especializado de vidraceiro

com algodao e morim

Maior risco

Maior risco

Nao resistem ao impacto
Maior volume ocupado
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