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PROTOCOLO OPERACIONAL CULTIVO DE PLANTA-ISCA PARA ISOLAMENTO
DE RIZOBIO A PARTIR DE NODULO DE PLANTA-ISCA

Gustavo R. Xavierl, Lindete M. V. Martinsz, Jerri E. Zilli3, Rojane C. Peixoto4,
Norma G. Rumjanek’

1. OBJETIVO

Estabelecer os procedimentos utilizados para o isolamento de rizobio a partir de
nodulo de planta isca.

2. MATERIAL

2.1. REAGENTES

alcool comercial diluido 70% (200ml)

agua oxigenada - H,O, (100ml)

agua estéril

acido sulfurico - HSO4 (100ml)

silica gel (suficiente para ocupar 1/3 do frasco para estocagem de nddulos)
sulfato de magnésio hepta hidratado (MgS0O,4.7H,0)
sulfato de cobre penta hidratado (CuS0O..5 H,0)
sulfato de zinco hepta hidratado (ZnS0O4.7 H,O)
acido borico (H;BOs3)

sulfato de ferro hepta hidratado (FeSO4.7 H,O)
acido citrico

sulfato de manganés mono hidratado (MnSO4. H,0)
molibdato de sodio di hidratado (Na,Mo00O4.2 H,0)

2.2. EQUIPAMENTOS
balanga
pinga
fluxo laminar
camara de crescimento

! Bolsista de Aperfeigoamento-CNPq

? Bolsista de P6s-Graduagio-CNPq

3 Bolsista de Iniciagio Cientifica-PIBIC-CNPq

* Assistente de Pesquisa-Embrapa-CNPAB, km 47, Caixa Postal 74505, CEP 23851-970, Seropédica, RJ
> Farmacéutica, PhD., Embrapa-CNPAB



2.3. VIDRARIAS

erlenmeyer (250ml)

recipiente plastico com furos para drenagem (300ml)

bastdo de vidro

placa de Petri (descasadas para colocar sob os copos e para realizar o plantio das
sementes esterilizadas)

vidro hermeticamente fechado (50ml)

2.4. OUTROS

sementes

solo

areia estéril (100g/por copo)

algodao

malha plastica (nylon)

papel aluminio

pipetador automatico e ponteira (1000ul e 100ul)
etiqueta de identificagdo

3. PROCEDIMENTO

3.1. Planta isca

3.1.1. A selecao da planta-isca depende do objetivo do estudo que

esta sendo realizado.

Caupi (Vigna unguiculata) e siratro (Macropitilum atropurpurio) sdo espécies normalmente
utilizadas porque nodulam com varios grupos de rizobio. Espécies nativas da regido em
estudo também sdo recomendaveis. A escolha de leguminosas herbaceas apresenta
vantagens sobre arbustivas ou arvores uma vez que o crescimento mais rapido, acarreta em
deficiéncia de nitrogénio o que vai induzir a formagao de nddulos.

3.1.2. Sementes devem ser selecionadas, eliminando aquelas que
apresentem ma formagao e danos fisicos.

3.1.3. Sementes frageis e pequenas, devem ser previamente esterilizadas em um
erlenmyer com a parte superior fechada com uma malha plastica trangada.
Acrescentar um volume de alcool (70%) de modo que todas as sementes fiquem
imersas. Agitar ligeiramente por 30 segundos e verter. Acrescentar agua
oxigenada por 3 minutos, vertendo em seguida. Proceder a lavagem com agua
estéril, agitando ligeiramente e dispensando. Repetir 10 vezes a lavagem.



3.1.4. Para sementes que apresentam resisténcia a quebra de dorméncia, deve-se proceder
inicialmente a escarificagdo. Agitar ligeiramente as sementes durante 1,5 minutos em
alcool. Descartar o alcool . Acrescentar HSO4 (concentrado) durante 6 minutos. Descartar.
Acrescentar novamente alcool (70%), durante 2 minutos. Lavar 5 vezes com agua estéril,
agitando suavemente e descartando em seguida.

OBS: — Iniciar com um excesso de 20% de sementes. ApoOs a esterilizagdo/escarificagao
selecionar as sementes integras.

3.2. Plantio

3.2.1. Misturar 100g de solo destorroado com 100g de areia estéril. Colocar em um
recipiente com capacidade para 300ml (copo de pléstico).

O recipiente deve ter sido esterilizado previamente através da imersdo em agua
sanitaria por 30 minutos, rinsado, enxaguando com agua estéril e seco ao ar. O recipiente
deve conter um furo para drenagem e ser colocado sobre uma placa de Petri estéril. Os
recippientes devem ser colocados sobre umas mesa cuja superficie foi desinfestada com
alcool (70%) e mantidos dentro de casa-de-vegetacdo. Obsevar manutengdo de condi¢do de
assepsia durante o periodo de cultivo.

Manter um controle negativo, que consta da mistura solo: areia autoclavada (1::1)
anteriormente ao plantio. S3o necessarios tantos controles negativos quantas forem as
espécies de planta-iscas utilizadas.

OBS: O solo deve ter sido coletado a ndo mais do que 1 semana anterior ao plantio e
durante este periodo deve ser mantido a temperatura ambiente.

3.2.2. Antes do plantio, irrigar a superficie do substrato com 10ml de 4gua estéril por
vaso. Apos esta etapa, com auxilio de um bastdo de vidro, fazer 5 covas e colocar as
sementes com uma pinga e cobrir.

3.2.3. Irrigar com 4gua estéril sempre que necessario, colocando a 4gua ou solugdo
sempre na placa de Petri. Uma vez por semana acrescentar solu¢do de micronutriente isenta
de nitrogénio.

Solucao nutritiva (Franco & Dobereiner, 1967):

MgS0O4.7H,0 150g
CuS04.5 H,O 15,8¢g
ZnS04.7 H,O 8,908¢g
H3BO3 0,3g
Na;Mo004.2 H,O 0,5g
FGSO4.7 Hzo 20g
Acido Citrico 20g

Completar para 1000ml com dgua destilada

Conforme o solo usar 0,5g de MnSO,. H,O/litro (Solos Podzoélicos)
Obs: Usar 1ml desta solucao por kg de solo.



Obs: Se aparecerem sinais de toxidade, diminuir a frequéncia da adubacao;
Observar ataque de pragas e/ou patogenos, e realizar tratamento com produtos de
contato, tendo o cuidado de proteger a superficie do recipiente com papel aluminio.

3.2.4. Verficar o aparecimento dos nédulos nas raizes com auxilio de uma espatula
flambada. Proceder a coleta da planta.

3.2.5. Lavar o sistema radicular em agua corrente, secar em papel absorvente e coletar os
nodulos.

3.2.6. Preparar vidros contendo silica gel recoberta com uma camada de algodio. A silica
gel deve estar seca, apresentando coloragao azulada.

3.2.7. Colocar os nédulos sobre o algoddo. Fechar hermeticamente. Sempre que a silica
se tornar rosea, trocar os nodulos para um frasco novo. Etiquetar. As bactérias permanecem
viaveis por pelo menos 1 ano, porém ¢ interessante se proceder ao isolamento num periodo
de até 2 meses.

Obs: Quando ja for conhecido previamente que a amostra de solo contém numero reduzido
de rizobio, devem ser usadas diversas repeticdes com a mesma amostra, de forma a se obter
um numero razoavel de nodulos (pelo menos 30).
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