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RESUMO

Isolados bacterianos epifiticos e endofiticos, obtidos de plantas
sadias de alface, foram avaliados para promogao de crescimento de
mudas e plantas, respectivamente em estufa e campo de cultivo or-
ganico (Cha Grande-PE). Nos experimentos em estufa, foi utilizada
a cultivar Verdnica e em campo, as cultivares Verdinha e Veronica.
Os isolados foram aplicados por bacterizagdo simultdnea nas semen-
tes e substrato. Em campo, foram utilizados os isolados mais eficien-
tes, C25 (Bacillus thuringiensis subvar. kenyae) ¢ C116 (Bacillus
pumilus), separadamente e em mistura, apos teste de compatibilida-
de. Em estufa, foram avaliadas a matéria fresca de raizes (MFR), da
parte aérea (MFPA) e total (MFT), 21 dias apos a bacterizagdo. Em
campo, foi determinado o peso da matéria fresca total de plantas
comercializaveis 21 e 28 dias apds o transplante, respectivamente
para as cultivares Verdinha e Veronica. Os mecanismos de agdo de
BPCP analisados foram produgdo de acido indol acético, acido
cianidrico, solubilizagdo de fosfatos e alteragdes dos teores foliares
dos macronutrientes, N, P, K, Ca ¢ Mg. Em estufa, as mudas apre-
sentaram aumento significativo em relago a testemunha para MFR,
MFPA e MFT quando foi utilizado o isolado C116 e para MFR e
MEFT utilizando-se o C25. No campo, nao houve promogao signifi-
cativa no crescimento nas plantas das cultivares Verdinha e Veronica,
tratadas com C25 e C116 separadamente ou em mistura. Dos meca-
nismos de ac¢do analisados verificou-se apenas elevagéo significati-
va (P=0,05) do teor foliar de N pelo isolado C25.

Palavras-chave: Lactuca sativa, Bacillus pumilus, Bacillus
thuringiensis subvar. kenyae, bactérias promotoras de crescimento
de plantas, mecanismos de agdo, sistema organico.

ABSTRACT

Isolation, selection of bacteria, and effect of Bacillus spp. in
the production of organic lettuce seedlings

Epiphytic and endophytic bacterial strains isolated from healthy
lettuce plants were evaluated for growth promotion of seedlings and
plants respectively under greenhouse and field conditions of organic
production of lettuce, in Brazil. The cultivar Veronica was utilized in
the greenhouse experiments and cvs. Verdnica and Verdinha were
evaluated in the field. The strains were applied by simultaneous
bacterization of seed and substrate. In the field the most efficient strains
C25 (Bacillus thuringiensis subvar. kenyae) and C116 (Bacillus
pumilus) were utilized separated and in mixture after the compatibility
assay. In greenhouse root fresh weight (MFR), shoot fresh weight
(MFPA) and total fresh weight (MFT) were evaluated 21 days after
bacterization. In field the total fresh weight of commercial plants was
determined 21 and 28 days after transplant, respectively for cvs.
Verdinha and Verdnica. The mechanisms of BPCP studied were
production of indolacetic acid, cyanidric acid, phosphate solubilization
and alterations of N, P, K, Ca and Mg foliar levels. In the greenhouse,
seedlings treated with C116 showed significant increase in relation to
controls for MFR, MFPA and MFT as well as those treated with C25
for MFR and MFT. In the field cvs. Verdinha and Verénica treated
with C25, C116 or mixture did not significantly differ from control.
None of the analyzed mechanisms were positive but strain C25
significantly increased the level of foliar N.

Keywords: Lactuca sativa, Bacillus pumilus, Bacillus thuringiensis
subvar. kenyae, plant growth-promoting bacteria, mechanisms,
organic system.
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A agricultura organica é uma das ati
vidades agricolas que mais se de-
senvolve em todo o mundo (Harkaly,

nicos no Recife.

permercados ¢ feiras de produtos orga-

O uso de bactérias promotoras de

e; producdo de sider6foros (Cattelan,
1999; Mariano & Kloepper, 2000). Des-
tacam-se os géneros Pseudomonas

1998). Neste setor, a produgdo de hor-
talicas é atualmente a atividade mais
praticada no Brasil, onde o mercado para
produtos organicos vem crescendo 10%
ao ano, desde 1990 (Penteado, 2000).

Nos ultimos anos, o cultivo organi-
co de alface (Lactuca sativa L.) tem se
destacado em Pernambuco, principal-
mente, na Zona da Mata e Agreste, sen-
do a comercializagdo realizada em su-

crescimento de plantas (BPCP) impacta
a produgdo agricola, pelo aumento de
rendimento (Kloepper ef al., 1989). As
BPCP atuam indiretamente pela supres-
sdo de doengas e diretamente pela pro-
dugdo ou alteragdo da concentragdo de
fitohormonios, fixagdo de N, pela
solubilizagdo de fosfatos minerais ou
outros nutrientes do solo; oxidagdo do
S; aumento de permeabilidade das raizes

1 Parte da tese de doutorado em Fitopatologia do primeiro autor, apresentada a8 UFRPE.
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(Germida & Freitas, 1994) ¢ Bacillus
(Turner & Backman, 1991; Lazarovits
& Nowak, 1997), sendo este ltimo pro-
dutor de endosporos que sobrevivem por
longos periodos no solo e em
armazenamento (Lazarovits & Nowak,
1997).

Apesar do nimero significativo de
pesquisas sobre a utilizagdo de BPCP na
agricultura, poucas relatam a eficiéncia
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dessas bactérias em alface (Rodriguez
& Fraga, 1999; Chabot et al., 1996). No
presente trabalho, bactérias foram iso-
ladas e avaliadas na produg¢ao organica
de mudas e plantas de alface em estufa
e campo, respectivamente. Foram ain-
da analisados os mecanismos de agdo
dessas bactérias.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos
no Laboratorio de Fitobacteriologia da
UFRPE, e em estufa e campo de cultivo
organico, localizados no municipio de
Cha Grande, regido Agreste de
Pernambuco, de maio de 2000 a julho
de 2001.

Isolamento de bactérias
endofiticas e epifiticas de plantas de
alface

Sementes, raizes, caules e folhas de
alface sadias, foram coletados em plan-
tios comerciais de Cha Grande, para iso-
lamento de bactérias epifiticas (Mariano
et al., 2000) e endofiticas (Souza et al.,
2000).

Selecio de bactérias promotoras
de crescimento de mudas de alface

Foram realizados dois experimentos
para selegdo de bactérias promotoras de
crescimento de mudas de alface em es-
tufa. No primeiro, foram preparadas
suspensdes bacterianas a partir de 50
isolados epifiticos e 30 endofiticos com
36 horas de cultivo, em solucdo de
MgSO, 0,1 M e ajustadas em
fotocolorimetro (A,,=0,7). Utilizou-se
o método da bacterizag¢do simultanea de
sementes e substrato, que consistiu na
deposi¢ao de 5 ml da suspensdo sobre
cada semente (‘Verdnica’) contida na
superficie do substrato [organo-vegetal
Plantmax® + hiimus de minhoca (1:1)]
em cada célula de bandeja de
poliestireno. A testemunha foi tratada
apenas com a solugdo de MgSO, 0,1 M.
As bandejas foram mantidas durante 21
dias em estufa de produgdo de mudas
organicas. Apds esse periodo, avaliou-
se a matéria fresca de raizes (MFR),
parte aérea (MFPA) e total (MFT). O
delineamento experimental foi inteira-
mente casualizado, com cinco repeti-
¢oes, sendo a unidade experimental re-
presentada por duas plantas.
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O segundo experimento foi realiza-
do com os isolados bacterianos
epifiticos (AL-12, AL-28 e AL-76) e
endofiticos (AL-65 e AL-106) que apre-
sentaram os melhores resultados na pri-
meira selecdo e mais 10 isolados
epifiticos, previamente comprovados
como BPCP em outras culturas, prove-
nientes da cole¢do do Laboratério de
Fitobacteriologia (C11, C21, C22, C25,
Cl116, C210, C240, RAB7, RAB9 ¢
R14). O método de bacterizagdo ¢ as
variaveis mensuradas foram os mesmos
descritos anteriormente. O delineamento
experimental foi inteiramente
casualizado, com quatro repetigdes, sen-
do a unidade experimental representa-
da por 10 plantas.

Efeito de Bacillus thuringiensis
subvar. kenyae e Bacillus pumilus, se-
paradamente ou em mistura, na pro-
ducao de alface em cultivo orgéanico

Foi verificada a compatibilidade
entre os isolados C25 e C116 em labo-
ratorio, pelo método de antibiose bac-
téria x bactéria (Mariano et al., 2000).
O delineamento experimental foi intei-
ramente casualizado com quatro repeti-
¢oes, sendo a unidade experimental re-
presentada por uma placa de Petri.

Para o experimento de campo, fo-
ram preparadas suspensoes dos isolados
C25 e C116, separadamente e em mis-
tura, na proporgdo de 1:1 (v:v). Semen-
tes das cultivares Verdinha (grupo Lisa)
e Verdnica (grupo Crespa) foram
bacterizadas conforme ja descrito e as
mudas permaneceram em estufa por 21
dias, sendo levadas para campo em 12/
06/01. Utilizou-se a mesma tecnologia
empregada no cultivo orgénico pelos
agricultores da regido, consistindo de
auséncia de insumos quimicos desde a
sementeira até a colheita; adubagdo de
fundacéo e de cobertura com, respecti-
vamente, composto organico ¢ torta de
mamona; irrigagdo por gotejamento;
capinas manuais dentro do canteiro com
preservagdo de ervas daninhas entre can-
teiros; consorcio de cultivares diferen-
tes em um mesmo canteiro ¢ de espé-
cies olericolas diferentes entre cantei-
ros. A avaliagdo foi realizada 21 e 28
dias ap0s o transplante, época de colhei-
ta das cultivares Verdinha e Veronica,
respectivamente, pelo peso da matéria
fresca das plantas comercializaveis. A

partir dos dados obtidos, calculou-se o
indice de aumento (IA), utilizando-se a
formula IA (%) = [(Tr — Test) / Test] x
100, onde: Tr=Tratamento e
Test=Testemunha. O delincamento ex-
perimental foi em blocos casualizados,
com quatro repetigdes, sendo que cada
parcela 1til (4,00 x 1,00 m) constou de
quatro fileiras com 12 plantas,
totalizando 48 plantas para cada culti-
var. O espacamento usado foi 0,25 m
entre plantas e fileiras.

Mecanismos de acao de Bacillus
thuringiensis subvar. kenyae e Bacillus
pumilus como promotores de cresci-
mento de mudas de alface

Os isolados bacterianos C25 ¢ C116
foram estudados quanto a produgéo de
acido cianidrico (HCN) (Mariano et al.,
2000), acido indol acético (AIA) e
solubilizagdo de fosfato, ambos adapta-
dos por Cattelan (1999). Como padroes
positivos foram utilizados, respectiva-
mente, Burkholderia cepacia GN1201,
Chryseobacterium (Flavobacterium)
indologenes GW2103 e Pseudomonas
chlororaphis GN1212, cedidos pelo Dr.
Catellan da Embrapa Soja. O delinea-
mento experimental foi inteiramente
casualizado com quatro repeti¢des, sen-
do a unidade experimental representa-
da por uma placa de Petri.

Os isolados C25 e C116 também
foram avaliados quanto & indugdo de
alteracdes nos teores foliares de N, P,
K, Cae Mg em gkg™'. Sementes da cul-
tivar Verdnica foram bacterizadas con-
forme ja descrito e analisadas 21 dias
apos o semeio. O delineamento experi-
mental foi inteiramente casualizado com
quatro repeti¢des, sendo a unidade ex-
perimental representada por 10 mudas.
Foram utilizados os métodos de
Kjeldahl para N, colorimétrico do
molibdo-vanadato de amonio para P,
fotometria de chamas para K e
espectrofotometria de absor¢do atomi-
ca para Ca e Mg (Bezerra Neto et al.,
1994; Sarruge & Haag, 1974).

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a anali-
se de variancia, sendo as médias com-
paradas pelo teste de agrupamento
Scott-Knott (P=0,05) no primeiro expe-
rimento e, pelo teste de Duncan (P=0,05)
nos demais.

Hortic. bras., v. 21, n. 4, out.-dez. 2003



Isolamento, selegdo de bactérias e efeito da utilizagdo de Bacillus spp. na produgdo de mudas orgénicas de alface

Tabela 1. Crescimento de mudas de alface cultivar Veronica bacterizadas com isolados epifiticos e endofiticos, avaliadas apos 21 dias, em

estufa. Cha Grande (PE), UFRPE, 2001.

Tratamento Identificagao MFR (mg) " MFPA (mg) MFT (mg)
Cc116% Bacillus pumilus 138,53 a¥ 240,39 a 378,92 a
C25 Bacillus thuringiensis subvar. kenyae 135,25 a 224,73 ab 359,98 a
C22 Bacillus sp. 122,68 ab 223,46 ab 346,14 ab
C11 Bacillus sp. 111,61 ab 217,28 ab 328,87 ab
R14 Bacillus subtilis 124,15 ab 216,73 ab 340,88 ab
C240 Bacillus cereus 113,75 ab 214,47 ab 328,24 ab
AL-76 nao identificado 118,91 ab 208,54 ab 327,63 ab
RAB7 Bacillus megaterium 108,80 ab 206,87 ab 315,68 ab
C210 Bacillus cereus 109,61 ab 204,88 ab 314,49 ab
AL-106 nao identificado 123,72 ab 204,37 ab 328,10 ab
C21 Bacillus sp. 109,28 ab 199,66 ab 308,94 ab
AL-28 nao identificado 109,61 ab 188,37 ab 297,98 abc
RAB9 Bacillus sp. 97,00 ab 186,73 ab 283,73 abc
AL-65 néo identificado 108,37 ab 186,04 ab 294,43 abc
AL-12 néo identificado 8846 b 182,05 ab 206,56 c
Testemunha 8748 b 164,78 b 252,26 bc
C.V. (%) 27,30 25,39 24,57

" MFR= matéria fresca raiz; MFPA= material fresca parte aérea; MFT= matéria fresca total;

¥ Tsolados epifiticos (C11, C21, C22, C25,C116,C210,C240, RAB7,RAB9, R14,AL-12, AL-28 e AL-76) e endofiticos (AL-65 e AL-106).
3 Médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem significativamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Duncan.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De plantas sadias de alface foram
obtidos 114 isolados bacterianos, sendo
60 epifiticos (56,13%) e 54 endofiticos
(43,87%). Sementes, raizes, caule ¢ fo-
lhas originaram, respectivamente,
13,16; 17,54; 1,75 e 23,68% isolados
epifiticos, além de 0,88; 16,67; 10,53 ¢
15,79% isolados endofiticos. Os isola-
dos estdo depositados na Colecdo de
Culturas do Laboratério de
Fitobacteriologia da UFRPE. A popula-
¢do epifitica foi ligeiramente dominan-
te em relagdo a endofifica, ambas en-
contradas em maior porcentagem em
raizes e folhas.

Dos isolados obtidos, 80 foram tes-
tados para promocao de crescimento de
mudas de alface em estufa. De acordo
com Mclnroy & Kloepper (1995), iso-
lados bacterianos provenientes da comu-
nidade endofitica e epifitica, podem ser
potenciais agentes de controle biologi-
co ¢ de promogdo de crescimento de
plantas. Desses 80, apenas trés isolados
epifiticos (AL-12, AL-28 e AL-76) e
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dois endofiticos (AL-65 e AL-106) di-
feriram significativamente da testemu-
nha com relagdo as variaveis MFR,
MFPA e MFT. Segundo Chen et al.
(1996), selegdes preliminares para
BPCP utilizam grande nimero de isola-
dos, principalmente porque menos de
1% sdo capazes de promover crescimen-
to em plantas.

No segundo experimento (Tabela 1)
a maioria dos 15 isolados bacterianos
promoveu o desenvolvimento de mudas
de alface cultivar Verdnica, em relagdo
as variaveis avaliadas. Contudo, apenas
Cl16 (B. pumilus) e C25 (B.
thuringiensis subvar. kenyae) diferiram
significativamente da testemunha para
MFR, MFPA e MFT (C116) e para MFR
e MFT (C25), sem diferirem entre si.

Os isolados C116 ¢ C25 sdo prove-
nientes de couve, evidenciando que ndo
ha especificidades para um hospedeiro,
sendo que facilmente podem colonizar
hospedeiros de espécies diferentes, até
mesmo com maior intensidade (Quadt-
Halmann & Kloepper, 1996) e promo-
vendo o crescimento (Mello et al.,
2002). Estes autores observaram ausén-

cia de especificidade dos isolados C210,
ENF10, ENF16 ¢ RAB9, obtidos de
couve, feijdo e rabanete, respectivamen-
te, com relagdo a promogao de cresci-
mento em mudas de abacaxizeiro
micropropagadas.

O aumento de MFT em mudas de al-
face foide 50,21 e 42,70%, induzido res-
pectivamente por C116 e C25. Estes re-
sultados concordam com Silveira et al.
(2001) que obtiveram em mudas de pe-
pino bacterizadas com os isolados PEPS1
(B. amyloliquefaciens) e PEP9I
(Enterobacter cloacae) aumentos de, res-
pectivamente, 33,3 ¢ 27,5% para maté-
ria seca total. Bio Yield™, produto con-
tendo Bacillus amyloliquefaciens GB99
e Paenibacillus macerans GB122, indu-
ziu aumentos de MFT em mudas de to-
mate (69,4%) e pimentdo (106%) (Bio
Yield™, 2000.) Portanto, os isolados C25
e C116 podem ser considerados promo-
tores de crescimento, viabilizando a pro-
dugdo de mudas de alface mais vigoro-
sas que possivelmente serdo menos afe-
tadas pelo estresse do transplante.

No teste de compatibilidade entre os
isolados, C116 inibiu C25 mas nio foi
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Tabela 2. Quantidade de macronutrientes em mudas de alface cultivar Veronica bacterizadas com Bacillus thuringiensis subvar. kenyae C25

e Bacillus pumilus C116, avaliadas ap6s 21 dias em estufa. Cha Grande (PE), UFRPE, 2001.

Macronutrientes (g/kg) "

Tratamento N P K Ca Mg
C25 26,11% a 6,99 a 33,28 b 0,17 a 0,28 a
C116 18,37 b 6,88 a 2950b 0,30 a 0,24 a
Testemunha 20,25 b 7,05a 41,69 a 0,10 a 0,21 a
CV. (%) 12,78 8,72 12,99 65,13 77,51

YN = nitrogénio; P = fosforo; K = potassio; Ca = calcio e Mg = magnésio
¥ Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem significativamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Duncan.

inibido por ele. Essa incompatibilidade
in vitro ndo significa, necessariamente,
incompatibilidade in vivo, podendo in-
clusive, aumentar a supressdo de doen-
cas (De Boer, 1999). Apesar da inibi¢do
in vitro do C25 pelo C116, ndo houve
interacgdo entre os dois isolados in vivo,
com rela¢do a promogao de crescimen-
to das plantas no campo. Isolados
coinoculados podem néo influenciar um
ao outro devido a separagdo espacial
entre eles nas raizes, ou ainda porque a
produgdo de compostos secundarios ini-
bitdrios ocorre na fase estacionaria ¢ ndo
atua nos estagios iniciais de coloniza-
¢do (Duffy et al., 1996).

No campo, C25 e C116, separada-
mente ou em mistura, ndo promoveram
significativamente o crescimento de
plantas de alface (dados ndo apresenta-
dos), embora tenham elevado o peso da
matéria  fresca de  plantas
comercializaveis das cultivares
Verdinha (19,49 a 27,31%) e Verdnica
(15,39 a 21,91%). Chabot et al. (1996)
utilizando Rhizobium leguminosarum
bv. phaseoli R1 e Serratia sp. 22 como
solubilizadoras de fosfatos, obtiveram
aumentos significativos (P<0,10) de
matéria seca da parte aérea de plantas
comercializaveis de apenas 6 e 7%, res-
pectivamente. Apesar de Germida &
Freitas (1994) relatarem aumentos aci-
ma de 70% no peso da matéria fresca
de plantas de alface, com P. aeruginosa
R75, na China, onde as BPCP sao utili-
zadas rotineiramente na agricultura, au-
mentos de rendimento de 15% sdo obti-
dos em hortaligas folhosas (Zhang et al.,
1996).

No presente trabalho, observou-se
que a promoc¢do de crescimento das
mudas prolongou-se até o campo com
valores elevados, apesar de nao signifi-
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cativos. Efeito similar porém significa-
tivo, foi observado pelo uso do Bio
Yield™ em tomate e pimentdao (Bio
Yield™, 2000) salientando-se que hou-
ve grande variacdo (5,2 a 56,0%) no
aumento de produtividade em tomate,
dependendo do local de realizag@o dos
experimentos.

Nas condigdes dos ensaios realiza-
dos in vitro, nenhum dos isolados pro-
duziu AIA, HCN ou solubilizou fosfato,
como evidenciado nos padroes utiliza-
dos, sugerindo que esses mecanismos
ndo foram responsaveis pela promogao
de crescimento.

A bacterizagdo de mudas de alface
com o isolado C25 elevou significati-
vamente (P=0,05) o teor foliar de N em
relacdo a testemunha (Tabela 2). O N
favorece o crescimento vegetativo de
hortalicas, ¢ eleva a produtividade
(Filgueira, 2000). A deficiéncia de N em
alface retarda o crescimento da planta e
induz auséncia ou ma formagao da ca-
bega, entre outros sintomas (Katayama,
1993). Assim, a elevagdo dos teores de
N pelo isolado C25 pode estimular o
crescimento vegetativo de mudas de al-
face além de, prevenir a deficiéncia. Esta
elevagdo pode ser explicada pelo au-
mento de vigor das plantas que absor-
veram maior quantidade deste nutrien-
te (Dashti et al., 1997; Mello et al.,
2002). Turner & Backman (1991) rela-
taram o aumento dos niveis de N em
plantas de amendoim tratadas com B.
subtilis como um dos mecanismos de
acdo deste isolado. Ainda segundo Pal
et al. (2000), Pseudomonas fluorescens
e Pseudomonas spp. aumentaram sig-
nificativamente a biomassa de amen-
doim, elevando o N em 5-9% e 6-12%,
respectivamente em plantas e amén-
doas.

Os isolados C25 e C116, reduziram
significativamente o teor de K em rela-
¢do a testemunha. Dentre os mecanis-
mos de a¢do das BPCP sdo citados fixa-
¢do de N, solubiliza¢do de P, oxidagao
de S e disponibilizagdo de Fe (Mariano
& Kloepper, 2000), sem contudo haver
referéncias ao K. Uma possivel expli-
cacdo para a redugdo de K seria a inibi-
¢do competitiva com outros nutrientes
(Malavolta, 1980).

Neste estudo, demonstrou-se a
potencialidade do uso dos isolados C116
de B. pumilus e C25 de B. thuringiensis
subvar. kenyae, separadamente, na pro-
dugdo de mudas de alface no cultivo
organico, com possivel prolongamento
de efeito sobre a produg@o. Novos tes-
tes devem ser realizados em estufa e
campo, visando elevar a eficiéncia des-
tes isolados no aumento da produtivi-
dade, antes dos estudos de formulagio
de um produto comercial.
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