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RESUMO

Embora haja muitos trabalhos na literatura com rizobactérias promotoras do
crescimento de plantas (RPCPs), existem poucos que expliquem seu mecanismo
de acdo. E possivel que algumas rizosferas favorecam a colonizacéo radicular por
RPCPs, facilitando o estabelecimento da interagdo planta-bactéria, como se
houvesse certa especificidade entre ambas. O objetivo deste trabalho foi verificar
se arizosfera de alface, em comparacdo com a de outras espécies vegetais, favorece
0 estabelecimento de bactérias fluorescentes do género Pseudomonas, em
comparacéo com as do género Bacillus. Coletaram-se amostras do sistema radicular
de alface, rdcula, chicoria, salsa e tiririca em oito propriedades de produtores
comerciais de hortalicas, na regidao de Campinas, SP. Foi feita a contagem de
Pseudomonas spp. fluorescentes e de Bacillus spp. por diluicdo em série e
plagueamento. De maneira geral, observou-se maior crescimento de Pseudomonas
spp. fluorescentes na rizosfera de alface-crespa em relagéo a de outras plantas,
mas isso ndo ocorreu com Bacillus spp.
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SUMMARY: INTERACTION OF FLUORESCENT PSEUDOMONADS AND
Bacillus spp. WITH DISTINCT PLANT RHIZOSPHERES

Despite numerous reports on plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR), there are
few of them explaining their mode of action. It is possible that some plants promote
bacterial colonization in the rhizosphere to facilitate plant-bacterium interaction, as if
there were a certain mutual specificity. The objective of this study was to verify if lettuce
plants promote root colonization by fluorescent pseudomonads, in comparison with other
plants and with Bacillus spp. Roots of lettuce and some other vegetables were sampled in
different properties of small commercial producers in Campinas-SP, Brazil. Colony forming
units (cfu) of fluorescent pseudomonads and Bacillus spp. were counted by serial dilution
and plating. The numbers of fluorescent pseudomonads were significantly higher in lettuce

rhizosphere than in other plants, unlike the numbers of Bacillus spp.

Index terms: specificity; rhizobacteria; lettuce; PGPR.

INTRODUCAO

A producgdo de inoculantes de baixo custo com
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas
(RPCPs) é uma alternativa para diminuir os riscos
ambientais causados pela utilizacéo inadequada —e
as vezes excessiva — de insumos e agrotéxicos,
aumentar a producédo agricola, tornar o produto mais
competitivo e diferenciado e, ainda, diminuir os custos
parao produtor.

As rizobactérias promotoras do crescimento de
plantas (RPCPs) habitam a rizosfera — a regido do
solo sob influéncia das raizes. Entre os diversos
mecanismos de acdo ja relatados para promover o
crescimento de plantas estéo a produ¢do de horménios
de crescimento, como auxinas (Asghar et al., 2002), e
a solubilizagao de fosfatos minerais (Freitas et al.,
1997). Além disso, RPCPs sédo importantes agentes
de controle bioldgico, pois podem suprimir
microrganismos patogénicos da rizosfera, pela
producéo de 3-1,3-glucanase (Fridlender et al., 1993),
antibidticos (Raaijmakers et al., 1997), &cido cianidrico
(Owen & Zdor, 2001) e siderdforos (Pidello, 2003).
Sideroforos sdo compostos de baixo peso molecular,
quelantes de ferro, produzidos pelas bactérias sob
condicdes limitantes desse elemento (Neilands et al.,
1984). A promocdo de crescimento de plantas pela
diminuicéo da incidéncia de doencas pode se dar pela
inibic&o direta do crescimento do patégeno (Freitas &
Pizzinatto, 1997; Raaijmakers et al., 1997; Owen &
Zdor, 2001) e pela inducéo de resisténcia sistémica
(Fridlender et al., 1993; Nandakumar et al., 2001),
entre outras maneiras.

Existem relatos da promogao de crescimento por
rizobactérias em varias culturas, como trigo (Luz,
2001), plantas ornamentais (Yuen & Schroth, 1986),
alface (Freitas et al., 2003), citros (Freitas & Aguilar-
Vildoso, 2004), arvores florestais (Garcia et al., 2004),
entre outras. Nesses casos citados, a promogéo de
crescimento esta ligada a varios fatores, como aumento
na producdo de gréos e no crescimento da planta,
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diminuigéo na incidéncia de patégenos ou na severidade
da doenca, antecipa¢o da ida de mudas para o campo,
além de outros. O efeito no crescimento da planta
pode ser expresso tanto pela massa da matéria seca
de parte aérea ou raizes, como pela altura.

No entanto, embora haja inGmeros relatos positivos
sobre as RPCPs quanto ao aumento na producéo das
culturas, crescimento de plantas e supresséo de
doencgas, a utilizagdo desses microrganismos nem
sempre tem fornecido bons resultados: um obstéaculo
a sua utilizacdo comercial é que os isolados
introduzidos podem ter dificuldade de se estabelecer e
sobreviver em condigdes de campo (Atkinson &
Watson, 2000). Portanto, € necessario, primeiramente,
estudar a ecologia desses microrganismos na rizosfera
e obter informac6es sobre mecanismos de colonizagdo
de raizes, especificidade de hospedeiros, influéncia de
fatores ambientais e interacdes com outros
microrganismos.

Pela avalia¢do do nimero de bactérias na rizosfera
de plantas é possivel conhecer alguns dos fatores que
exercem influéncia sobre seu estabelecimento em um
ambiente e avaliar sua capacidade de se estabelecer
na rizosfera. Como exemplo, Chanway et al. (2000)
detectaram, pela enumeracao periddica de rizobactérias
promotoras do crescimento previamente marcadas
com resisténcia a antibidticos e inoculadas em plantulas
de abeto, que tanto isolados de Bacillus spp. quanto de
Pseudomonasspp. do grupo fluorescente permaneceram
na rizosfera por até 71 meses apés a inoculagéao.
Concluiram que havia interagdo entre o isolado e 0
local, mas nao avaliaram quais dos fatores ambientais
poderiam interferir nessa interacéo. Ja Freitasetal.
(2003) sugeriram que aspectos nutricionais do
substrato em que se desenvolviam plantas de alface
deveriam influenciar a capacidade de promocéo do
crescimento por bactérias fluorescentes do género
Pseudomonas, justamente pela variacéo do efeito dos
isolados bacterianos nos diversos substratos utilizados
no estudo. A conclusé@o semelhante chegaram Freitas
& Aguilar-Vildoso (2004), também pela enumeracéo
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desse grupo bacteriano na rizosfera de plantas citricas:
os autores concluiram que Pseudomonas fluorescentes
tém seu desenvolvimento influenciado pelo substrato
e pelo ambiente em que se desenvolvem, particularmente
pela rizosfera.

A alface foi utilizada porque, além de ser a hortalica
folhosa mais consumida pelos brasileiros, € sensivel
as condicles adversas de temperatura, umidade e
chuva, exigindo atencéo especial quanto ao controle
de pragas e doencas. A adocao da pratica de inoculacao
de uma RPCP na cultura da alface seria uma forma
de diminuir a dependéncia de produtos quimicos
sintéticos. Os produtos agricolas conhecidos como
organicos — isto é, aqueles em cuja producao a
utilizacéo de insumos é bastante limitada — vém tendo
demanda crescente, o que justifica estudos que possam
facilitar o atendimento dessa demanda.

O objetivo deste trabalho foi verificar se a rizosfera
de alface, em comparacédo com a de outras espécies
vegetais, favorece o estabelecimento de bactérias
fluorescentes do género Pseudomonas, em comparacao
com as do género Bacillus.
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MATERIAL E METODOS

Foram amostradas plantas adultas em oito
propriedades agricolas, em variadas condicGes de
cultivo, no municipio de Campinas, Estado de Séo
Paulo. Em todas as propriedades buscou-se coletar
alface (Lactuca sativa) e mais duas espécies vegetais,
cultivadas ou ndo. Nas propriedades Amarais, Matao,
Santa Genebra, Sdo Gongalo e Sdo José, o historico é
de cultivo continuo com hortalicas folhosas. Nas
propriedades Boa Esperanca e Guara, os produtores
relataram rotacéo de culturas com milho e milheto,
respectivamente. Na propriedade Sao Marcos, antes
do cultivo com alface havia sido cultivada couve por
mais de 10 anos. No quadro 1 observam-se as espécies
e quantidades de plantas coletadas e as bactérias
guantificadas em cada propriedade. No quadro 2 sdo
apresentadas as caracteristicas quimicas de seis solos
amostrados, determinadas de acordo com o Sistema
IAC de andlise de solo (Raij et al., 2001). Em cada
propriedade, retirou-se uma amostra composta do solo,
de acordo com Ghini et al. (2006).

Quadro 1. Locais de amostragem, espécies e quantidades de plantas amostradas e grupos bacterianos

quantificados

Bactérias quantificadas®

Propriedade Espécie coletada” N° de plantas
Pseudomonas Bacillus

Amarais Alface-crespa ‘Vera’ 10 Sim Sim
Rucula ‘Royal’ 10
Chicéria 10

Boa Esperanga Alface-crespa ‘Vera’ 10 Sim Nio
Rucula 10
Salsa 10

Guaréa Alface-crespa ‘Vera’ 3 Sim Sim
Alface americana ‘Lucy Brown’ 3
Chicéria 3

Matao Alface-crespa ‘Vera’ 10 Sim Nio
Rtcula 10
Salsa 10

Santa Genebra Alface-crespa ‘Vera’ 10 Sim Sim
Rucula 10
Salsa 10

Sao Gongalo Alface-crespa ‘Vera’ 10 Sim Sim
Rucula 10
Salsa 10

Séo José Alface-crespa ‘Vera’ 10 Sim Sim
Chicéria ‘Eros’ 10
Salsa 10

Sdo Marcos Alface-crespa ‘Vera’ 3 Sim Sim
Alface americana ‘Lucy Brown’ 3
Tiririca 3

@ Nomes cientificos: alface: Lactuca sativa; chicéria: Cicorium endivia; racula: Eruca sativa; salsa: Petrosolium sativum; tiririca:
Cyperus rotundus. @ Grupos bacterianos: bactérias fluorescentes dos géneros Pseudomonas e Bacillus spp.
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Quadro 2. Caracteristicas quimicas dos solos amostrados®

Propriedade MO pH V K' Ca* Mg H+Al SB CTC P Zn B Cu Fe Mn
CaClg
g dm® % — mmolcdm™ mg dm™
Matéo 39 6,4 86 4,9 89 29 20 122,99 143,1 479 13,9 0,58 9.2 77 8,6
Boa Esperancga 46 6,0 76 5,0 70 13 28 88,0 115,8 511 24,1 0,42 23,0 121 24,8
Sédo José 50 6,1 86 5,8 145 21 28  171,8 199,6 878 16,0 0,70 15,0 161 10,9
Amarais 53 6,3 86 9,3 117 25 25 151,83 176,3 647 12,7 0,65 14,1 73 13,7
Sao Gongalo 74 57 85 11,8 185 20 38  216,8 254,9 924 24,9 0,81 12,3 152 24,6
Santa Genebra 40 5,4 59 4,7 37 3 34 49,7 84,0 159 6,4 0,37 8,4 54 11,1

@ Analise pelo Sistema IAC de analise de solo (Raij et al., 2001).

As plantas foram retiradas com um pouco de solo
aderido as raizes, colocadas em sacos plasticos
identificados e levadas ao laboratorio para se proceder
as contagens de dois grupos bacterianos especificos.
Contaram-se, por dilui¢do em série, as bactérias do
grupo fluorescente do género Pseudomonas e as
bactérias do género Bacillus, em placas com meio B
de King et al. (1954) e BDA (batata, 200 g; dextrose,
20 g; agar, 20 g e 4gua gsp, 1 L), respectivamente.

Cada amostra coletada constituiu-se de uma raiz
inteira, que foi separada da planta, agitada
vigorosamente para desprender o solo que estava mais
frouxamente aderido e colocada em frasco de
erlenmeyer com solucgéo salina esterilizada (solucéo
de MgS0O,.7H,0 0,01 M). O conjunto raiz + solo que
permaneceu aderido foi considerado ambiente
rizosférico. Esse conjunto, dentro do frasco de
erlenmeyer, foi submetido a 30 minutos de agitacéo,
em agitador mecénico. Em seguida, prepararam-se
dilui¢Bes em série de fator 10 a partir da suspensao do
interior do frasco. As raizes foram secas até massa
constante em estufa a 62 °C, para permitir a
guantificacdo das bactérias presentes nas raizes secas
(ufes gd).

Para contagem de bactérias do grupo fluorescente
do género Pseudomonas, aliquotas de 0,1 mL de cada
diluicdo foram transferidas para placas de Petri com
meio de cultura B de King et al. (1954) e espalhadas
com o auxilio da alca de Drigalski, em duplicata. As
placas foram mantidas a 28-30 °C por 24 h.
Contaram-se como bactérias do grupo fluorescente do
género Pseudomonas as coldnias que fluoresceram sob
luz com comprimento de onda préximo do ultravioleta
(King etal., 1954).

O procedimento utilizado para quantificacéo de
Bacillus spp. foi semelhante ao descrito anteriormente,
s6 que a suspensao de solo anteriormente obtida pela
agitacdo do conjunto raizes + solo — e utilizada para
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contagem de Pseudomonas fluorescentes —foi colocada
em banho-maria a 80 °C por 20 min, antes de se
prepararem novas dilui¢des em série. A contagem
das col6nias que cresceram em meio de cultura BDA
foi feita apds incubagdo a 28 °C por 48 h (Bettiol, 1995).

As bactérias fluorescentes do género Pseudomonas
foram quantificadas nas raizes das plantas colhidas
em todas as oito propriedades. Ja as do género Bacillus
foram quantificadas em seis propriedades (Quadro 1).

Para analise estatistica, os dados foram
transformados em log x e log (x + 1) e utilizou-se o
teste de Tukey a 5 % para comparacéo das médias.
Com os dados obtidos em quatro propriedades, foi feita
analise conjunta dos dados de contagem de
Pseudomonas spp. fluorescentes, porque nesses locais
se coletaram as mesmas espécies de plantas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas propriedades cujos dados foram analisados
conjuntamente — Boa Esperanca, Matdo, Santa
Genebra e S8o Gongalo — observou-se maior nUmero
de Pseudomonas spp. fluorescentes na rizosfera de
alface-crespa, em comparacdo com as rizosferas de
rucula e salsa. Dentre essas trés, a rizosfera de salsa
foi a que apresentou menor nimero de Pseudomonas
spp. fluorescentes, como mostrado pela figura 1.

Nas propriedades Guara e Sao Marcos compararam-
se 0s numeros de Pseudomonas spp. fluorescentes das
rizosferas de duas variedades da mesma espécie, alface-
crespa e alface-americana, que nao diferiram entre si
(Quadro 3). Todavia, quando se compararam chicéria
e alface-americana — espécies da mesma familia,
coletadas na propriedade Guara — observou-se que
havia em suas raizes quantidades significativamente
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diferentes de Pseudomonas spp. fluorescentes
(Quadro 3). Embora essas plantas pertencam a
mesma familia, devem ter liberado exsudatos
qualitativa e quantitativamente diferentes,
influenciando os nimeros dessas bactérias. A
diferenca entre as exsudagdes radiculares pode explicar
também os numeros de Pseudomonas spp.
fluorescentes significativamente diferentes entre
alface, principalmente a americana, e salsa e tiririca,

de raiz seca)
—
W
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10 1

Log (ufes g
wn

0 T T

1
Alface Ricula Salsa

Figura 1. Nimero de Pseudomonas spp. fluorescen-
tes narizosfera de alface, rdcula e salsa, em qua-
tro locais: Matéo, Boa Esperanca, Sdo Gongalo e
Santa Genebra. Média de 10 repeticdes; coefici-
ente de variagao = 9,63 %. Colunas seguidas de
letras diferentes diferem entre si a5 % pelo teste
de Tukey. ufcs: unidades formadoras de coléni-
as.
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coletadas nas propriedades Sao Marcos e Sao José
(Quadro 3). De fato, as plantas podem exsudar muitos
componentes, principalmente na forma de
aminoacidos, acidos orgéanicos e aclcares (Lynch &
Whipps, 1990), que séo os maiores responsaveis pelo
crescimento e pela atividade dos microrganismos na
rizosfera. Sabe-se que a exsudac¢do radicular
intermedeia, por sinais moleculares, o reconhecimento
entre plantas e microrganismos, com efeitos tanto
sobre a microbiota benéfica quanto sobre a patogénica
as primeiras (Bais et al., 2006). Considerando-se a
especificidade do reconhecimento por sinais
moleculares, é claro que espécies vegetais diferentes
tém padrdes diferentes de exsudacéo (George et al.,
2002; Sandnes et al., 2005).

Com relacédo a Bacillus spp., as diferencas de
numero de ufcs entre as rizosferas foram menos
marcantes (Quadro 4). Nas propriedades Guaréae Séo
Marcos ndo houve diferencas significativas dos
numeros dessas bactérias entre as rizosferas
avaliadas; na primeira propriedade, as plantas
coletadas foram alface lisa, alface-americana e chicdria
e, na segunda, alface lisa, alface-americana e tiririca.
Embora a tiririca seja de uma familia distante das
outras plantas com as quais se fez a comparacao, a
rizosfera de nenhuma das espécies resultou em
diferencas entre os niumeros de Bacillus spp. Nas
outras propriedades, de maneira geral, o nimero de
bactérias do género Bacillus foi significativamente
maior em alface, as vezes igualando-se ao nimero em
chicoria ou em rdcula (Quadro 4).

Quadro 3. Numero de bactérias fluorescentes do género Pseudomonas nas rizosferas de diferentes espécies,

em quatro locais

Propriedade Espécie vegetal Pseudomonas spp. fluorescentes CVv
ufcs 107 g-! de raizes secas

Amarais® Alface-crespa 17,8 a 3,5
Chicéria 4,0 b
Ricula 4,8 b

Guara® Alface-americana 26,3 a 3,9
Alface-crespa 8,0 ab
Chicéria 3,0 b

Sao José™ Alface-crespa 6,0 a 5,9
Chicéria 5,0 a
Salsa 1,7b

Sao Marcos® Alface-americana 4,0 a 8,7
Alface-crespa 0,9 ab
Tiririca 0,1b

(@) Médias de 10 repeticdes. @ Médias de trés repeticdes. Médias seguidas pelas mesmas letras néo diferem entre si a 5 % pelo teste
de Tukey. Dados originais, transformados em log (x + 1) para analise de variancia.
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Quadro 4. Numero de Bacillus spp. provenientes das rizosferas de diferentes plantas, em seis locais

Local Cultura Bacillus spp. Cv
ufcs x 106.g-! de raizes secas %

Amarais® Alface 370 a 3,6
Chicéria 192 ab
Rucula 170 b

Guara® Alface 1222 a 6,3
Alface-americana 1530 a
Chicéria 160 a

Santa Genebra® Alface 76 a 17,7
Rucula 46 a
Salsa 11b

Sao Gongalo™ Alface 96 a 5,7
Rucula 22 b
Salsa 3¢

Sao José) Alface 25 a 5,8
Chicéria 31 a
Salsa 4 b

Sao Marcos(® Alface 3a 2,8
Alface-americana 5a
Tiririca 3a

@ Média de 10 repeticdes. @ Média de trés repetigdes. Médias seguidas pelas mesmas letras néo diferem entre si a 5 % pelo teste
de Tukey. Dados originais, transformados em log (x + 1) para a andlise de variancia.

De maneira geral, 0 que de mais marcante se nota
nos dados apresentados no quadro 3e nafiguraléo
fato de que o niUmero de bactérias fluorescentes do
género Pseudomonas foi maior na rizosfera de alface
—crespa ou americana — do que na das outras plan-
tas. Em outras palavras, observou-se favorecimento
de Pseudomonas spp. fluorescentes na rizosfera de
alface em relagdo a rizosfera das outras plantas estu-
dadas. Esse efeito da rizosfera foi observado indepen-
dentemente das caracteristicas do solo ou das condi-
¢Oes de cultivo, diferentes em cada propriedade. Uma
das hipoteses é de que a rizosfera de alface, indepen-
dentemente do ambiente, produza alguma substan-
cia benéfica a essas bactérias, composto esse ausente
ou produzido em quantidade muito menor narizosfera
das outras plantas. Muitos autores consideram a in-
fluéncia da exsudacgéo radicular sobre os nimeros de
rizobactérias na rizosfera (Miller et al., 1989; Clays-
Josserand et al., 1995; Lemanceau et al., 1995; Latour
et al., 1996; Kravchenko et al., 2003; Freitas &
Aguilar-Vildoso, 2004; Bais et al., 2004). Pelas varia-
¢des na exsudacdao radicular, diferentes espécies de
plantas que crescem no mesmo tipo de solo selecio-
nam comunidades diversas de bactérias (Wieland et
al., 2001; Kowalchuk et al., 2002).
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Para Bacillus spp. também houve certo
favorecimento da rizosfera de alface em relacéo as
outras plantas, ainda que nao tdo acentuado quanto o
gue se observou em Pseudomonas. Esse favorecimento
poderia levantar a hipétese de especificidade entre
Pseudomonas fluorescentes e alface, de maneira
semelhante ao trabalho de Glandorf et al. (1993).
Assim como no artigo citado, neste também nao ha
subsidios para afirmar que haja especificidade entre
Pseudomonas e alface, mas, em duas propriedades —
Guara e Sao Marcos — 0s nimeros de Pseudomonas
spp. foram diferentes entre as rizosferas, enquanto os
de Bacillus spp. ndo o foram. Em Amarais, os nimeros
de Pseudomonas spp. em alface foram superiores aos
das outras rizosferas; ja os de Bacillus spp. diferiram
apenas entre alface e rucula, mas néo entre chicéria
e alface ou entre chicoria e ricula. Somente em Séo
José 0s nimeros de ambos 0s grupos bacterianos
comportaram-se semelhantemente em relacéo as
rizosferas. E possivel que a planta de alface produza
exsudatos que estimulem o crescimento bacteriano
como um todo, o que nao exclui, ainda assim, a hipétese
de que isolados de Pseudomonas spp. fluorescentes
sejam favorecidos pela rizosfera de alface. Pode ocorrer
especificidade de RPCPs em relacao a cultivares, as
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espécies propriamente ditas ou, simplesmente, ndo
haver especificidade quanto a colonizacdo de raizes
(Milleretal., 1989; Fromin et al., 2001).

A analise quimica dos solos revelou diferencas en-
tre eles, mas néo foi feita tentativa de verificar se
essas diferencas, especificamente, foram as responsé-
veis pelos variados resultados. Embora a influéncia
do solo ndo tenha sido avaliada neste estudo — pelo
menos diretamente, porque n&o era esse 0 objetivo —,
sabe-se que esse fator, juntamente com a planta, é
um dos principais responsaveis pela diversidade da
comunidade de bactérias rizosféricas (Chiarini et al.,
1998). Mais estudos séo necessarios para determinar
como as caracteristicas dos solos interferem na sele-
¢ao de bactérias pela planta hospedeira.

Independentemente disso, o favorecimento de um
género de bactéria em uma determinada rizosfera é
uma importante caracteristica, que pode determinar
0 sucesso de um eventual inoculante bacteriano
(Atkinson & Watson, 2000). Os resultados relatados
aqui permitem concluir que a rizosfera de alface
favorece o desenvolvimento de bactérias fluorescentes
do género Pseudomonas. Essa caracteristica pode ser
decisiva na producdo de inoculantes comerciais.

CONCLUSOES

1. Houve favorecimento ao crescimento de
Pseudomonas spp. fluorescentes na rizosfera de alface,
em relacéo a das outras plantas estudadas.

2. O desenvolvimento de Pseudomonas spp.
fluorescentes foi influenciado pelo tipo de planta.

3. Com relagéo a Bacillus spp., ndo se observou o
mesmo favorecimento verificado para Pseudomonas
spp. fluorescentes; em alguns casos, 0 nUmero dessas
bactérias na rizosfera de alface igualou-se ao de
chicoriaou racula.
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