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RESUMO

Bactérias epifiticas e endofiticas foram isoladas de plantas de
pepino sadias, coletadas em diversos municipios do estado de
Pernambuco e avaliadas na promogdo de crescimento de plantulas
em casa de vegetag@o. Foram realizados trés bioensaios. No primei-
ro, foram testados 93 isolados; no segundo, 32 isolados e; no tercei-
ro, oito isolados de pepino e mais 10 isolados provenientes de outras
culturas. As sementes de pepino foram bacterizadas por imersdo na
suspensdo bacteriana ajustada a concentragdo de A = 0,7, semeadas
em substrato organico contido em bandejas de isopor; mantidas em
casa de vegetagdo e, analisadas dez dias apds a semeadura quanto as
matérias secas da parte aérea (MSPA), raiz (MSR) e total (MST).
No ultimo bioensaio, os isolados epifiticos PEP52, PEPS, PEPS2,
PEP91 e C22 foram selecionados por aumentarem significativamente
a MSR e MST das plantulas em relago a testemunha, com valores
superiores a 70 e 40%, respectivamente. Apds o teste de compatibi-
lidade in vitro, esses cinco isolados, testados separadamente ¢ em
misturas, aumentaram o indice de MSPA, MSR e MST das plantulas
de pepino, sem diferirem significativamente entre si. Os isolados
PEP81 (Bacillus amyloliquefaciens) e PEP91 (Enterobacter cloacae)
destacaram-se com indices de aumentos de 55,5 ¢ 39,5% (MSPA),
42,9 ¢ 37,2% (MSR) e 41,6 e 34,0% (MST), respectivamente. A
producdo do acido indol acético, acido cianidrico, solubilizagdo de
fosfatos e alterag@o nos teores foliares de N, P, K, Ca e Mg, foram
avaliados como possiveis mecanismos de agdo desses dois isolados,
porém com resultados negativos. A bacterizagdo das sementes com
B. amyloliquefaciens PEP81 e E. cloacae PEP91 pode melhorar a
qualidade das mudas de pepino.

Palavras-chave: Cucumis sativus, Enterobacter cloacae, Bacillus
amyloliquefaciens, rizobactéria, BPCP.

ABSTRACT

Bacterization of seeds and development of cucumber
seedlings

Epiphytic and endophytic bacteria were isolated from healthy
cucumber plants, collected in several counties of Pernambuco State,
Brazil, and evaluated for seedling growth promotion under
greenhouse conditions. Three bioassays were performed. In the first,
93 strains were tested; in the second, 32, and, in the third, eight from
cucumber plus 10 bacterial epiphytic strains from other crops were
used. The cucumber seeds were bacterized by immersion in the
bacterial suspension adjusted to A = 0.7, sown in polystyrene trays
filled with organic substrate and analyzed ten days after sowing in
relation to shoot (MSPA), root (MSR), and total (MST) dry matter.
In the third bioassay the epiphytes PEP52, PEPS, PEPS2, PEPI1,
and C22 were selected because they significantly (P=0.05) elevated
MSR and MST in relation to the control reaching higher values than
70 and 40%, respectively. After compatibility tests the five isolates
applied separately and in mixtures efficiently increased the index of
MSPA, MSR, and MST in cucumber seedlings, without differing
among them. It is worth noticing that PEP81 (Bacillus
amyloliquefaciens) and PEP91 (Enterobacter cloacae) increased 55.5
and 34.5% (MSPA), 42.9 and 37.2% (MSR), and 41.6 and 34.0%
(MST), respectively. The production of indolacetic acid, hydrogen
cyanide, phosphate solubilization and changes in foliar levels of N,
P, K, Ca, and Mg were evaluated as putative mechanisms of action
for theses isolates, but they showed negative results. Seed
bacterization with B. amyloliquefaciens PEP81 and E. cloacae PEP91
could improve quality of cucumber seedlings.

Keywords: Cucumis sativus, Enterobacter cloacae, Bacillus
amyloliquefaciens, rhizobacteria, PGPR.

(Recebido para publica¢do em 8 de abril de 2003 e aceito em 27 de fevereiro de 2004)

m Pernambuco, a cultura do pepi-

no tem sido estabelecida tradicio-
nalmente por semeadura direta. Porém,
com a expansao da agricultura organica
a produgdo de mudas em bandejas tem
sido implantada, visando o estabeleci-
mento de plantas com maior vigor. A
producao de mudas de hortalicas ¢ uma
das etapas mais importantes do sistema
produtivo, influenciando diretamente o
desempenho final das plantas nos can-
teiros de produgdo, tanto do ponto de
vista nutricional quanto no ciclo produ-
tivo da cultura (Carmello, 1995).

A sustentabilidade da agricultura re-
quer a utilizagdo de estratégias que per-
mitam o aumento da produgdo de ali-
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mentos sem acarretar prejuizos ao meio
ambiente e a saide. Uma alternativa
para atingir esse objetivo consiste no
uso de bactérias promotoras de cresci-
mento de plantas (BPCP). Estas atuam
indiretamente pela supressdo de doen-
cas e diretamente pela produgao ou al-
teracdo da concentracao de
fitohormonios, fixacdo de N,
solubilizagdo de fosfatos minerais ou
outros nutrientes do solo; oxidagao do
S; aumento da permeabilidade das
raizes e; producdo de sider6foros
(Cattelan, 1999; Mariano e Kloepper,
2000).

Apesar do numero significativo de
pesquisas sobre a utilizagdo de BPCP

na agricultura, poucas relatam a
eficiéncia dessas bactérias em pepino.
Wei et al. (1996) observaram aumentos
de até 26 e 37%, respectivamente para
numero de folhas e peso cumulativo de
frutos de pepino. A utilizagao do BIO
YIELD™ na produgdo de mudas de pe-
pino tem elevado a quantidade de fru-
tos comercializaveis (BIO YIELD™,
2000). O objetivo da pesquisa foi ava-
liar o efeito de isolados bacterianos
epifiticos e endofiticos, separadamen-
te ou em misturas, no desenvolvimen-
to de plantulas de pepino em condigdes
de casa de vegetacdo e analisar alguns
possiveis mecanismos de ag¢do desses
isolados.
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MATERIAL E METODOS

Isolamento de bactérias epifiticas
e endofiticas

Foram utilizados sementes, raizes,
caules, folhas, flores e frutos de plantas
de pepino sadias, coletados em plantios
comerciais das Zonas da Mata e do
Agreste de Pernambuco. Para isolamen-
to de bactérias epifiticas foi utilizado o
método de Mariano et al. (2000) e para
endofiticas, o método de Souza et al.
(2000). Nos dois métodos, as placas fo-
ram mantidas por 24-48 horas a tempe-
ratura média ambiente de 25+2°C e as
colonias que se apresentaram distintas
uma das outras, de acordo com obser-
vag¢des macroscopicas da coloragao e
caracteristicas de crescimento em meio
de cultura, foram purificadas em meio
extrato de levedura-dextrose-agar
(NYDA), preservadas pelo método de
subcultura e armazenadas sob refrige-
racao.

Selecdo de bactérias promotoras de
crescimento de plantulas de pepino

Foram realizados trés bioensaios. Na
sele¢do preliminar foram testados 93
isolados bacterianos obtidos de pepino;
na segunda, 32 isolados e, na terceira,
oito isolados de pepino e mais 10 isola-
dos de bactérias epifiticas (C11, C21,
C22, C25, Cl116, C210, C240, RAB7,
RABY ¢ R14) obtidas de couve (C), ra-
banete (RAB) e repolho (R), pertencen-
tes a colecdo de bactérias do laboratd-
rio de fitobacteriologia da UFRPE. Nos
trés bioensaios, as suspensdes dos iso-
lados foram preparadas a partir de cul-
turas com 36 horas de idade a 27°C, em
solucdo de sulfato de magnésio 0,1 M,
ajustando-se a concentragdo para A =
0,7 em fotocolorimetro M3 (Metronic).
As sementes hibridas de pepino ‘Eureka’
foram lavadas em agua corrente por 10
minutos para retirar o excesso de
fungicida e deixadas a temperatura am-
biente por nove horas. A bacterizacao
consistiu na imersdo em suspensao
bacteriana por 30 minutos. Apds 12 ho-
ras, as sementes tratadas foram semeadas
em bandejas de isopor (poliestireno ex-
pandido) contendo o substrato
Plantmax®, sendo cada tratamento inter-
calado com uma fileira de sementes nao
tratadas, e mantidas em condi¢des de casa
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de vegetacao (35+5°C). As sementes das
plantas testemunhas foram tratadas ape-
nas com MgSO, 0,1 M. O delineamento
experimental foi inteiramente
casualizado, com oito (experimentos 1 e
2) ou dezesseis (experimento 3) repeti-
¢des por tratamento, sendo cada repeti-
¢do constituida por uma plantula.

Dez dias apds a semeadura, as
plantulas foram levadas ao laboratorio,
separadas em parte aérea e raiz, acondi-
cionadas em sacos de papel e secas em
estufa a 65°C por 72 h. Em balanga de
precisdo, foram determinadas as maté-
rias secas da parte aérea (MSPA), daraiz
(MSR) e total (MST).

Efeito de misturas de isolados
bacterianos na promocio de cresci-
mento de plantulas de pepino

A compatibilidade entre os isolados
C22, PEP52, PEP81, PEP82 e PEP91
foi analisada utilizando-se o método de
antibiose bactéria x bactéria (Mariano
et al., 2000), com as suspensdes
bacterianas ajustadas para A_ = 0,7. O
delineamento experimental foi inteira-
mente casualizado com quatro repeti-
¢des, sendo cada repeticdo constituida
por uma placa de Petri.

Foram preparadas suspensdes dos
cinco isolados na concentragdo A =
0,7, separadamente ¢ em misturas em
volumes iguais (trés a trés e todos jun-
tos), sendo as sementes bacterizadas
conforme descrito acima. A partir dos
dados obtidos calculou-se o indice de
aumento (IA) da MSPA, MSR e MST,
utilizando-se a formula IA (%)=(Tr -
Test) x 100/Test, onde: Tr= tratamento
e Test= testemunha. O delincamento
experimental foi inteiramente
casualizado, com oito repeti¢des, sen-
do cada repeti¢do constituida por qua-
tro plantulas.

Mecanismos de acio das bactérias
promotoras de crescimento de
plantulas de pepino

Os isolados bacterianos PEP81 e
PEP91 foram avaliados quanto a pro-
dugao de acido cianidrico (HCN)
(Mariano et al., 2000), acido indol
acético (AIA) e solubilizagao de fosfatos
(adaptados por Cattelan, 1999). Como
padrdes positivos foram utilizados, res-
pectivamente, Burkholderia cepacia
GN1201, Chryseobacterium
(Flavobacterium) indologenes GW2103

e Pseudomonas chlororaphis GN1212,
cedidos pelo Dr. Catellan da Embrapa
Soja. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com quatro
repeti¢des, sendo cada repeti¢ao cons-
tituida por uma placa de Petri.

Os isolados PEP81 ¢ PEP91 também
foram avaliados quanto a indugdo de
alteragdes nos teores foliares (g kg') dos
macronutrientes N, P, K, Ca ¢ Mg. As
sementes foram bacterizadas conforme
metodologia descrita anteriormente. O
delineamento experimental foi inteira-
mente casualizado com quatro repeti-
¢oes, sendo cada repeticdo constituida
por 20 plantulas. Dez dias ap6s o plan-
tio, as folhas foram submetidas a seca-
gem em estufa a 65°C por 72 horas, e
entdo determinados os teores foliares
dos nutrientes. Foram utilizados os mé-
todos de Kjeldahl para N, colorimétrico
do molibdo-vanadato de amonio para P,
fotometria de chama para K e
espectrofotometria de absor¢ao atomi-
capara Ca e Mg (Sarruge e Haag, 1974;
Bezerra Neto ef al., 1994)

Todos os dados foram submetidos a
analise de variancia e comparados pelo
teste de agrupamento de Scott-Knott
(P=0,05) efetuado com o auxilio do pro-
grama SAEG (Sistema de Analise Esta-
tistica e Genética, UFV, Vicosa, MG).

RESULTADOS E DISCUSSAO

De plantas sadias de pepino foram
obtidos 98 isolados bacterianos
epifiticos, dos quais 43 foram prove-
nientes de folhas, 14 de frutos, 14 de
raizes, 12 de caules, 10 de flores e 5 de
sementes. Foram obtidos apenas 31 iso-
lados de bactérias endofiticas, sendo 14
de sementes, 8 de folhas, 5 de caules ¢ 4
de raizes. Maior populacio epifitica
também foi observada por Mahafee e
Kloepper (1997) ao estudarem a varia-
cdo temporal da comunidade bacteriana
epifitica e endofitica das raizes de plan-
tas de pepino cultivadas no campo em
dois anos consecutivos. De acordo com
Mclnroy e Kloepper (1995), isolados
bacterianos provenientes da comunida-
de endofitica e epifitica, podem ser po-
tenciais agentes de controle biologico e
de promogao de crescimento de plantas.

Dos 93 isolados bacterianos utiliza-
dos na seleg¢@o preliminar, foram sele-
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Tabela 1. Crescimento de plantulas de pepino bacterizadas com isolados epifiticos e endofiticos, aos dez dias, em casa de vegetacdo. Recife,

UFRPE, 2001.
Tratamento ldentificagdo MSPA (mg)" MSR (mg) MST (mg)

C22 Bacillus sp. 94 a* 187 a 281 a
PEP52 Bacillus sp. 103 a 136 a 239 a
PEP81 Bacillus amyloliquefaciens 93 a 187 a 280 a
PEN14 nao identificado 93 a 86 b 179 b
PEP82 nao identificado 89 a 161 a 250 a
Cc21 Bacillus sp. 101 a 90 b 191 b
C11 Bacillus sp. 94 a 97 b 191b
C116 Bacillus pumilus 99 a 103 b 202 b
C210 Bacillus cereus 94 a 114 b 208 b
RAB7 Bacillus megaterium 89 a 71b 232 a
C240 Bacillus cereus 93 a 85b 178 b
RAB9 Bacillus sp. 93 a 100 b 193 b
C25 Bacillus thuringiensis subvar. kenyae 91a 81b 172 b
R14 Bacillus subtilis 91a 108 b 199 b
PEP91 Enterobacter cloacae 84 a 188 a 272 a
PEP42 nao identificado 93 a 94 b 187 b
PEP58 néo identificado 90 a 125 b 215b
PEN22 nao identificado 81a 80 b 161 b
Testemunha 91a 80 b 171b
CV.% 37,42 22,31 33,55

VTRAT = tratamento; MSPA = matéria seca da parte aérea; MSR = matéria seca da raiz; MST = matéria seca total;
* Média de dezesseis repetigdes. Médias seguidas da mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5%

de significancia.

cionados 32 para o segundo bioensaio e
destes, oito isolados (PEP42, PEP52,
PEP58, PEPS1, PEPS2, PEP91, PEN14
e PEN22) aumentaram significativa-
mente (P=0,05) a MST (dados ndo apre-
sentados). Quando esses oito isolados
foram testados juntamente com dez iso-
lados obtidos de outros hospedeiros,
foram verificados aumentos significati-
vos (P=0,05) de MSR e MST, superiores
a 70 e 40% respectivamente, pelos iso-
lados epifiticos PEP52, PEP81, PEPS2,
PEP91 e C22 (Tabela 1). A maioria das
pesquisas com BPCP utiliza grande nu-
mero de isolados nas selegdes prelimi-
nares, principalmente porque menos de
1% das rizobactérias sdo capazes de pro-
mover crescimento em plantas (Chen et
al., 1996). Gomes (2003) e Assis (2002)
obtiveram respectivamente 2,5 e 6% de
isolados promotores de crescimento
para alface e heliconia. No entanto, al-
gumas pesquisas relatam maior nume-
ro desses isolados como os 23,5% en-
contrados por Mello et al. (2002) em
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abacaxi. O isolado C22 ¢ proveniente
de couve, evidenciando que isolados de
um hospedeiro podem facilmente colo-
nizar hospedeiros de espécies diferen-
tes, até mesmo com maior intensidade
(Quadt-Halmann e Kloepper, 1996),
promovendo o crescimento (Mello ez al.,
2002). Esse isolado ja havia demonstra-
do eficiéncia na promogdo de cresci-
mento de tomate (Araujo et al., 1997).

Nao foi verificado efeito deletério
significativo das bactérias testadas so-
bre o crescimento de plantas de pepino
(Tabela 1), embora esse fato seja comum
quando se estudam bactérias com o ob-
jetivo de promogdo de crescimento de
plantas (Enebak et al., 1998).

Os isolados PEP52, PEPS1, PEPS2,
PEP91 e C22 apresentaram compatibi-
lidade in vitro, separadamente ou em
misturas, sem diferirem significativa-
mente entre si (P=0,05), e foram eficien-
tes no aumento dos indices de MSPA,
MSR e MST das plantulas de pepino
(dados ndo apresentados). Nao houve

efeito aditivo ou sinérgico das misturas
na promog¢do de crescimento de
plantulas de pepino. Esses resultados
evidenciam que a aplicagdo de apenas
um isolado para a bacterizagdo de se-
mentes de pepino, serd muito mais pra-
tica e econdmica. Os maiores aumentos
de matéria seca foram obtidos com os
isolados PEP&1 (Bacillus
amyloliquefaciens) e  PEP9I
(Enterobacter cloacae) (Figura 1), com
indices de 55,5 e 39,5% (MSPA), 42,9
€ 37,2% (MSR) e 41,6 e 34,9% (MST),
respectivamente. Mahafee e Kloepper
(1997) também isolaram espécies de
Bacillus e Enterobacter tanto epifitica
quanto endofiticamente de raizes de
plantas de pepino em condi¢des de cam-
po. Bacillus amyloliquefaciens faz par-
te da formulagdo do produto biolégico
Bio Yield™, o qual ¢ indicado para o
tratamento do substrato utilizado na pro-
ducdo de mudas de pepino (BIO
YIELD™, 2000). Isolados dessa espé-
cie aplicados as sementes de pepino tém
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sido eficientes no controle do virus do
mosaico das cucurbitaceas (Cucumber
mosaic virus) (Yao et al., 1997) e
antracnose (Colletotrichum orbiculare)
(Park et al., 2001). Isolados de E. cloacae
foram eficientes agentes de biocontrole de
Fusarium (Sneh et al., 1984) e Pythium
ultimum em pepino (Van Dijk et al., 2000).

Nas condigdes dos ensaios realiza-
dos in vitro, PEP81 e PEP91 ndo produ-
ziram AIA, HCN e nao solubilizaram
fosfato, como evidenciado nos padroes
utilizados, sugerindo que esses mecanis-
mos nao foram responsaveis pela pro-
mogao de crescimento. Porém, Koga et
al. (1991) verificaram que um isolado
de E. cloacae, obtido da rizosfera de
pepino, acelerou o crescimento de va-
rias culturas agricolas, e os estudos de
metabolismo sugeriram que esse micror-
ganismo sintetizava AIA, via acido
indolpiravico.

Apesar das bactérias do género
Enterobacter serem classificadas como
diazotroficas de vida livre no solo (Ne-
ves ¢ Rumjanek, 1998), ndo foram ob-
servados aumentos significativos nos
teores de N nas folhas das plantas trata-
das com o isolado E. cloacae PEP91 ou
com B. amyloliquefaciens PEP81. Es-
ses isolados também ndo aumentaram
significativamente (P=0,05) as concen-
tragcdes de P, K, Ca ¢ Mg nas folhas.
Diferentes espécies de Bacillus, como
B. megaterium, B. thuringiensis, B.
polymixa e B. brevis, isoladas da
rizosfera e com potencial de solubilizar
fosfato de rocha, aumentaram a produ-
¢do de vagens de canola, mas ndo au-
mentaram a absor¢ao de P pelas plantas
(Freitas et al., 1997). Laheurte e
Berthelin (1988) inocularam sementes
de milho com uma linhagem de
Enterobacter agglomerans
solubilizadora de fosfato e verificaram
que a bactéria ndo causou efeito na ab-
sor¢do de P por plantas de milho.

Os resultados desse estudo demons-
tram a potencialidade da utilizagdo de
Bacillus amyloliquefaciens PEP81 e
Enterobacter cloacae PEP91 na melhoria
da qualidade de mudas de pepino.
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