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SECAO Il - BIOLOGIA DO SOLO

PROMOCAO DO CRESCIMENTO DE ALFACE
POR RIZOBACTERIAS®

S.S. FREITAS® A M. T. MELO® & V. P. DONZELI®

RESUMO

Rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCPs) podem ser
uma alternativa para o aumento da produtividade de varias espécies vegetais,
inclusive alface. Conduziram-se quatro experimentos com isolados de
rizobactérias de diversas origens para verificar sua capacidade de promocéao de
crescimento de plantas de alface. Ao todo, testaram-se 77 isolados de
Pseudomonas do grupo fluorescente, 23 de Bacillus e 11 de outras bactérias
rizosféricas em areia esterilizada, em solo esterilizado, em substrato formado
por uma mistura de solo e esterco (1:1, em volume), de forma semelhante a usada
pelos produtores, e em areia com a solugcdo nutritiva recomendada para cultivos
hidropoénicos, em duas concentracgdes. Foi marcante o beneficio exercido pelas
bactérias do género Pseudomonas em contraposi¢cdo as dos outros géneros,
revelando algum favorecimento dessas bactérias na rizosfera de alface, de forma
a promover melhor crescimento das plantas. Houve diferencas no comporta-
mento dos isolados conforme a fertilidade do substrato.

Termos de indexacgédo: RPCPs, Pseudomonas, Bacillus, substrato.

SUMMARY: GROWTH ENHANCEMENT OF LETTUCE BY RHIZOBACTERIA

Rhizobacteria (PGPR) as plant growth boosters can be an option for increased
productivity in several crops, including lettuce. Four assays with rhizobacteria isolates
from different origins were carried out to verify their potential for growth enhancement in
lettuce. Seventy seven fluorescent pseudomonads, 23 Bacillus, and 11 other rhizospheric
bacteria isolates were tested in sterilized sand, in sterilized soil, and in a substrate mixture
of soil and cattle manure (1:1, in volume), similar to the mixture used by producers, and in
sand with a hydroponic solution, in two concentrations. The beneficial effect of fluorescent
pseudomonades was remarkably superior, compared to the other genera. The lettuce
rhizosphere possibly favors fluorescent pseudomonads, causing an improved plant growth.
According to the substrate fertility, there were differences in the behavior of the isolates.

Index terms: PGPR, Pseudomonas, Bacillus, substrate.
@ Trabalho apresentado no XXV1I1 Congresso Brasileiro de Ciéncia do Solo, Londrina (PR). Recebido para publicagéo em junho de
2001 e aprovado em julho de 2002.
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©) Doutoranda, Universidade de Campinas — UNICAMP. Caixa Postal 6109, CEP 13084-971 Campinas (SP). Bolsista da FAPESP.
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INTRODUCAO

Ja é bem conhecido o efeito que algumas bactérias
podem exercer sobre o crescimento de plantas, tendo
sido criada ha muito a expresséo “rizobactérias
promotoras do crescimento de plantas (RPCPs)”
(Kloepper & Schroth, 1978). A promocédo de
crescimento, que pode ser detectada de varias formas,
como o0 aumento em altura ou matéria seca ou, ainda,
em produtividade, é desejavel sob a maioria dos
pontos de vista. InUmeros trabalhos ja foram
publicados sobre 0 assunto, como os de Freitas (1989),
Silveiraetal. (1995), Dashti et al. (1998), Nandakumar
etal. (2001), além de outros, para diferentes espécies
vegetais.

Ainda assim, os modos pelos quais as rizobactérias
exercem seu beneficio ndo sao plenamente
conhecidos. Como essa denomina¢do de RPCPs
engloba grande nimero de espécies e mesmo géneros
bacterianos, é provavel que o desconhecimento de
seu modo de acdo se deva justamente a essa ampla
diversidade de microrganismos envolvidos. Entre
0s modos de acdo mais aventados para as RPCPs
estdo a producdo de reguladores de crescimento de
plantas, 0 aumento do acesso a nutrientes —de varias
formas — o controle de doencas e a fixagdo associativa
de nitrogénio (Dashti et al., 1998). Outra maneira
de promover o crescimento seria pela producéo de
horménios, que podem atuar diretamente no
alongamento da raiz, conforme ja observado para
alface (Barazani & Friedman, 2000).

Segundo Kloepper (1993), pertencem ao grupo
fluorescente de Pseudomonas sp. muitos isolados de
RPCPs. Em alguns casos, a eficiéncia de Pseudomonas
fluorescens quanto a promogao do crescimento pode
ser muito alta: Nandakumar et al. (2001) relataram
ter conseguido, pelo uso de P. fluorescens, inducéo
de resisténcia sistémica a doeng¢a causada por
Rhizoctonia solani em arroz. A bactéria diminuiu a
incidéncia da doenga, promoveu o crescimento das
plantas e aumentou a produc¢do de massa de matéria
seca e de gréos, tanto em experimentos em casa de
vegetacao quanto no campo. A eficiéncia da bactéria
em reduzir a doenca foi comparavel a do fungicida
carbendazim, utilizado no controle da doenca.
Isolados de P, fluorescens também ja foram utilizados
no controle de Meloidogyne incognita, nematéide
causador de galhas em tomate, em combinag&o com
uma série de adubos organicos e minerais (Siddiqui
etal., 2001). Os autores observaram que determinado
isolado, em combinagao com a adicéo de esterco, foi
a melhor maneira de aumentar o crescimento da
planta e diminuir a formacao de galhas e a prépria
multiplicacdo do nematdide.

Ha poucos relatos sobre promocao de crescimento
por RPCPs em alface. De qualquer maneira, parece
interessante que a promocao de crescimento se
exerca sobre a producédo de matéria seca da parte
aérea, justamente a que é consumida nessa cultura.
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E importante notar que Rhizobium leguminosarum,
uma espécie bacteriana conhecida como fixadora
simbiotica de nitrogénio em leguminosas, ja tenha
sido indicada como promotora de crescimento de
alface, pela producéo de reguladores de crescimento
(Antoun et al., 1998). Os mesmos autores citaram
trabalhos do proprio grupo em que R. leguminosarum
bv. phaseoli promoveu aumento de matéria seca e
do acumulo de fésforo em milho e alface.

Nem sempre, porém, rizobactérias promovem o
crescimento de plantas, havendo mesmo diversos
relatos de inconsisténcia nos resultados, em que um
isolado ora é benéfico, ora ndo tem acéo sobre o
crescimento vegetal. Um dos motivos pelos quais
ocorreria essa inconsisténcia pode ser a dificuldade
de a bactéria colonizar a rizosfera, por alteracdes
nas condig¢des do ambiente (Misaghi, 1990). Seong
et al. (1991) mencionaram que dois isolados
fluorescentes, um de P. fluorescens e um de
P. aeruginosa, ja reconhecidos como promotores de
crescimento de varias espécies vegetais, tém seu
efeito expresso com mais intensidade quando a
planta é submetida a condic¢des subdtimas de
crescimento. Entre as condigfes ambientais que
influenciam a atividade das bactérias estd a
presenca de nutrientes no solo: Siddiqui et al. (2001)
obtiveram diferentes respostas de Pseudomonas
fluorescens associadas a presenca de adubos
minerais e organicos.

O objetivo deste trabalho foi verificar a
capacidade de isolados de rizobactérias em promover
o crescimento de plantas de alface, em diferentes
substratos.

MATERIAL E METODOS

Isolados bacterianos

Nos quadros 1 e 2, estéo relacionados todos os
isolados bacterianos utilizados nos experimentos
aqui relatados e suas origens.

A obtencéo de parte desses isolados foi descrita
por Freitas (1994). Basicamente, raizes de plantas
aparentemente sadias e vigorosas, crescendo no
campo, foram agitadas em frascos de Erlenmeyer
com solugéo de MgSO,.7H,0 0,1 mol L-1. A suspenséo
de solo assim obtida foi dispersa com auxilio de alca
de Drigalski em placas de Petri com meio B de King
et al. (1954). As colbnias que apresentaram fluores-
céncia sob luz com comprimento de onda préximo
do ultravioleta foram isoladas como pertencentes
ao grupo fluorescente de Pseudomonassp. (Stanier
et al., 1966). As colbnias que ndo apresentaram
fluorescéncia foram isoladas sob a denominacéo de
“outras bactérias rizosféricas”. Aliquotas da mesma
suspensao foram submetidas a temperatura de
80 °C, em banho-maria, durante 20 minutos, e, a
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Quadro 1. Origem dos isolados de bactérias do grupo fluorescente de Pseudomonas

Isolado Origem Isolado Origem
Ps 21AM Rizosfera de algodoeiro Ps 53AM Rizosfera de tomateiro
Ps 21B® Ps 53B®
Ps 21C® Ps 53C®
Ps 22A® Ps 54A®)
Ps 22B® Ps 54B®
Ps 23AM Ps 54C®
Ps 23B® Ps 55
Ps 23C®) Ps 60A Rizosfera de citros
Ps 31A®M Rizosfera de milho Ps 60B (Tangerina Cleépatra)
Ps 31B® Ps 62
Ps 31C® Ps 63
Ps 31D®W Ps 65A
Ps 32 Ps 66B
Ps 33® Ps 70 Rizosfera de citros
Ps 34C® Ps 71 (liméo cravo)
Ps 41AM Rizosfera de soja Ps 72
Ps 41B® Ps 73
Ps 41C® Ps 74
Ps 42A® Ps 76
Ps 42B® Ps 77
Ps 42C® Ps 80 Rizosfera de couve
Ps 43AM Ps 85 Rizosfera de alface
Ps 43B®) Ps 88 Rizosfera de repolho
Ps 43CM Ps 91 Rizosfera de pimenté&o
Ps 44AM Ps 92
Ps 44B® Ps 201A Solo néo solarizado
Ps 45A Ps 211A
Ps 45B Ps 221 Solo solarizado
Ps 45C Ps 222
Ps 46 Ps 223
Ps 47A Ps 802 Rizosfera de cebola
Ps 47B Ps 805
Ps 47C G20 18 (P. fluorescens) J. W. Kloepper, Canada
Ps 47D W4F58 (P. fluorescens) D. C. Gross
Ps 51A®M Rizosfera de tomateiro W4F111 (P. fluorescens) (Washington State Univ.)
Ps 51B® W4P5 (P. putida)
Ps 52A® W4P144 (P. putida)
Ps 52B® 136RN®@ Rizosfera de milho

Mlsolados obtidos por Freitas (1994). Plsolado obtido por Brandao (1989).

seguir, dispersas em placas de Petri que continham
meio BDA (batata-dextrose-agar). As colonias que
cresceram apos dois dias a 28 °C foram isoladas como
pertencentes ao género Bacillus (Bettiol, 1995). Para
a obtencéao dos isolados bacterianos do solo, o procedi-
mento foi semelhante, com a diferen¢a de que a
suspensao a partir da qual se procedeu ao isolamento
foi obtida a partir do solo e ndo de raizes de plantas.

Né&o foi feita tentativa de identificagdo das
bactérias agrupadas sob a designagdo de outras
bactérias rizosféricas, uma vez que o experimento
teve como finalidade a obtencédo de isolados
bacterianos benéficos, nao importando, nesse
momento, sua identificacdo correta. Para os trés
grupos bacterianos considerados, procurou-se
trabalhar com isolados purificados, riscando-os em
placas de Petri com os meios de cultura ja citados
para confirmacdo da ocorréncia de colbénias
macroscopicamente semelhantes e observando-os ao
microscépio 6ptico apos coloracdo de Gram.

Experimento em areia esterilizada

Trinta isolados bacterianos foram inoculados em
plantulas de alface, cultivar Brisa, com cercade 5 cm
de altura, cultivadas em vasos com 0,5 kg de areia
esterilizada mantidos em casa de vegetacao, em
delineamento experimental inteiramente casualizado.
Esse delineamento foi usado também para os outros
experimentos descritos neste trabalho. Utilizaram-
se 10 isolados de Pseudomonasspp., treze de Bacillus
spp. e sete de outras bactérias rizosféricas, com cinco
repeti¢des de cada tratamento. A inoculagao foi feita
com 8 mL de meio B de King et al. (1954), no qual as
bactérias cresciam ha 72 h; a testemunha recebeu
8 mL de meio de cultura esterilizado.
Semanalmente, as plantas foram irrigadas com
solugéo nutritiva com vistas em fornecer a cada uma
as seguintes quantidades de nutrientes, em mg: N,
8,68; P, 0,80; K, 5,80; Ca, 6,93; Mg, 0,91 e S, 0,924.
Adicionou-se também uma solucao de micronutrientes,
com excecdo do ferro, para fornecer a cada planta as

R. Bras. Ci. Solo, 27:61-70, 2003



64 S.S. FREITAS et al.

Quadro 2. Origem dos isolados de Bacillus spp. e de outras bactérias rizosféricas

Isolados de

Bacillus spp. Origem

Isolados de outras
bactérias rizosféricas

Origem

Bc 41A Rizosfera de soja Rz 41 Rizosfera de soja

Bc 41B Rz 60 Rizosfera de citros
Bc 42A Rz 61 (Tangerina Clebépatra)
Bc 43A Rz 70 Rizosfera de citros
Bc 44 Rz 71 (liméao cravo)

Bc 45A Rz 75

Bc 55 Rizosfera de tomateiro Rz 76B

Bc 60 Rizosfera de citros Rz 80 Rizosfera de couve
Bc 61 (Tangerina Cleépatra) Rz 81

Bc 62 Rz 88 Rizosfera de repolho
Bc 70 Rizosfera de citros Rz 90 Rizosfera de pimentéo
Bc 71 (liméo cravo)

Bc 72

Bc 80 Rizosfera de couve

Bc 81

Bc 85A Rizosfera de alface

Bc 85B

Bc 88 Rizosfera de repolho

Bc 90 Rizosfera de pimenté&o

Bc 91

Bc 92

Bc 801 Rizosfera de cebola

Bc 802

seguintes quantidades de nutrientes,em mg: B, 0,01;
Cl,1,81;Cu,0,002; Mn, 0,03; Mo, 0,04 e Zn,0,008. Vinte
e nove dias depois da emergéncia, a parte aérea das
plantas foi colhida e sua matéria seca, determinada.

Experimento em solo esterilizado

Desenvolveu-se um experimento com alface
cultivar Brisa mantida em vasos com 0,5 kg de solo
esterilizado, com cinco repeticbes de cada
tratamento, em casa de vegetacéo. A analise do solo,
um Latossolo Amarelo, mostrou os seguintes valores:
P (mg dm-3), 20;em mmol, dm3: K, 3,9; Ca, 42; Mg, 36;
H + Al, 16; soma de bases, 82; T, 98; matéria organica,
em g dm3: 39; pH em CacCl,, 6,3;V,em %: 84.

As plantulas, quando tinham cerca de 5 cm de
altura, receberam iné6culo de 14 isolados de
Pseudomonas spp. do grupo fluorescente, 10 de
Bacillus spp. e seis de outras bactérias rizosféricas,
separadamente. O indculo consistiu de 8 mL de meio
de cultura B de King et al. (1954), no qual as bactérias
cresciam ha 72 h. O tratamento-testemunha recebeu
8 mL de meio esterilizado.

Semanalmente, as plantas foram irrigadas com
solucé@o nutritiva para fornecer a cada uma as
seguintes quantidades de nutrientes,em mg: N, 8,68;
P, 0,80; K, 5,80; Ca, 6,93; Mg, 0,91 e S, 0,924.
Adicionou-se a mesma solucdo de micronutrientes
jacitada para o experimento em areia, também com
exclusédo do ferro. Aos 50 dias, colheu-se a parte
aérea das plantas, para pesagem de matéria seca.

Experimento em substrato com esterco

Numa tentativa de obter dados de selecao de
isolados em condicles de solo semelhantes as que
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ocorrem nos cultivos agricolas, desenvolveu-se um
experimento em que plantas de alface do cultivar
Brasil 221 foram mantidas em vasos com 0,5 kg de
uma mistura de solo - o mesmo utilizado no
experimento anterior - e esterco, em propor¢des
iguais em volume. A analise da mistura apresentou
os seguintes resultados: matéria organica, em g dm-3;
63; em mg dm3: P (resina), 291; B, 1,15; Cu, 5,2; Fe,
36; Mn, 46,9; Zn, 24,3; em mmol, dm3: K, 79,0; Ca,
97; Mg, 51; H + Al, 10, soma de bases, 227,0; CTC,
236,7; pH, em CaCl,, 7,6; saturagao por bases, 96 %.
A dez quilogramas dessa mistura adicionaram-se
100 g de adubo mineral com a férmula 4-14-8, de
maneira semelhante a adotada pelos produtores.

Nao foi usado o cultivar Brisa, que havia sido
retirado do mercado pela empresa produtora. Optou-
se, entdo, pela utilizagéo do cultivar Brasil 221, de
folha lisa, do banco de germoplasma do IAC. Ainda
que ‘Brisa’ tivesse folha crespa, diferentemente do
‘Brasil 221’, de folha lisa, o cuidado maior para essa
substituicao foi o de escolher outro cultivar de verao,
considerando ser essa caracteristica mais importante
do que o tipo de folha, em relacdo ao objetivo do
trabalho.

Neste experimento, utilizaram-se apenas
bactérias fluorescentes do género Pseudomonas.
Intencionalmente, repetiu-se o tratamento com treze
dos catorze isolados do experimento anterior. Seis
dias apds a semeadura, quando as plantulas tinham
cerca de 1 cm de altura, inocularam-se as bactérias,
veiculadas em 8 mL de meio B de King, no qual
cresciam ha 72 h. A testemunha sem inoculacéo
recebeu o0 mesmo volume de meio de cultura
esterilizado. Duas semanas depois, procedeu-se ao
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desbaste para deixar uma planta por vaso. Procedeu-
se a reinoculacdo uma semana depois do desbaste,
da forma supradescrita. Quarenta e um dias apos a
semeadura, colheu-se apenas a parte aérea, que foi
seca em estufa até massa constante.

Experimento em solugado nutritiva

Existe a possibilidade de que rizobactérias
possam exercer ou ndo beneficio, em func¢édo do nivel
de fertilidade do substrato (Siddiqui et al., 2001).
Para isso, desenvolveu-se um experimento com dois
niveis de nutricéo das plantas.

Para a defini¢do dos isolados a serem inoculados,
decidiu-se pelos que promoveram significativamente
o crescimento das plantas no experimento anterior.
Incluiram-se também os trés que conferiram menor
massa de matéria seca, ainda que néo diferindo da
testemunha, e alguns isolados ainda néo testados,
obtidos a partir de amostras de solo solarizadas e
nao solarizadas, provindas de uma area com histérico
de cultivo de alface. As plantas de alface eram do
cultivar Brasil 221.

Mantiveram-se as plantas em areia lavada, em
vasos com capacidade de 0,5 kg, e irrigadas somente
com solugdo nutritiva. Incluiram-se dois niveis
nutricionais, mantendo-se os vasos com a solugéo
nutritiva utilizada em cultivos hidrop6nicos de alface
(Furlani & Furlani, 1988). Tentativamente, usou-se
a solucéo com condutividade de 2 mS, aqui chamada
de solucgéo diluida, e, na outra metade dos vasos, a
soluc&o com condutividade de 4 mS, aqui chamada
de solugao completa. As plantas foram irrigadas em
dias alternados, recebendo a cada vez 50 mL de
solugdo com a seguinte concentracéo de nutrientes,
emmg LN, 44,8;P,12,6; K, 38,7; Ca, 36,6; Mg, 16,2;
S, 21,2. Essa solucéo era a diluida; a concentrada
tinha o dobro da concentragdo de nutrientes. A
irrigacéo incluiu a mesma solugéo de micronutrientes
indicada para o experimento com areia, também com
excluséo de ferro.

Dezenove dias apds a semeadura, inocularam-se
as bactérias, em 8 mL de meio B de King, no qual
cresciam h4 72 h. As testemunhas receberam meio
de cultura esterilizado. Um més ap6s a inoculacao,
as plantas tiveram sua parte aérea colhida para
determinagdo da matéria seca.

Analises estatisticas

A analise de variancia foi pelo teste F e as
comparacdes de médias, pelo teste unilateral de
Dunnett,a5e 1 %.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento em areia esterilizada

Dos 10 isolados de Pseudomonas spp. inoculados,
oito proporcionaram aumento de matéria seca em

relagdo a testemunha sem inoculacdo (Quadro 3).
Quanto aos dois restantes, um néo teve qualquer
efeito e 0 outro ocasionou a morte de todas as plantas.
Os isolados pertencentes aos outros grupos bacterianos
ndo tiveram efeito sobre a matéria seca das plantas.

N&o se observou relacdo quanto a origem do
isolado e sua capacidade de afetar o crescimento
vegetal. Isso torna-se mais evidente quando se
considera que o isolado Ps 91 e 0 Ps 92 tém a mesma
origem - rizosfera de piment&o (Quadro 1) - e tiveram
comportamento bem diferente quanto ao seu efeito
sobre as plantas em que foram inoculados: o primeiro
revelou-se patogénico e o segundo aumentou o cres-
cimento em quatro vezes em relacdo a testemunha.

Nos resultados, vale destacar a alta ocorréncia
de RPCPs entre os isolados do género Pseudomonas.
Isso vem corroborar as observacdes feitas por
Kloepper (1993), que verificou a presenca de grande
numero de promotores do crescimento vegetal entre
as bactérias do grupo fluorescente desse género. Ha
muito ja se sabe que Pseudomonas spp. sao favorecidas
na rizosfera, diferentemente do que ocorre com
Bacillus spp. (Dommergues & Mangenot, 1970).
Para evitar alguma limitacdo a colonizagdo por
Bacillus spp., todos os isolados utilizados neste
experimento foram provenientes da rizosfera de
diversas espécies vegetais, na suposicao de que
microrganismos rizosféricos encontrem menor
dificuldade em sobreviver nesse ambiente. No
entanto, sabe-se que a propria definicdo fisica da
rizosfera é dificil, ja que em alguns milimetros pode-
se passar de uma regido rizosférica para outra em
que as raizes nao exercam influéncia. Neste
experimento, tanto os isolados de Bacillus quanto
os de outras bactérias rizosféricas ndo mostraram
habilidade especifica em promover o crescimento das
plantas (Quadro 3).

Outro ponto a considerar é o substrato em que as
plantas foram cultivadas, a areia. Deve ter ocorrido
estresse durante todo o tempo, ja que as quantidades
de nutrientes fornecidas foram baixas, em
comparacao com o que € normalmente oferecido pelos
agricultores e simulado no experimento em solo com
solucao nutritiva. A presenca de nutrientes - ou a
sua auséncia - deve ser fator preponderante a definir
a qualidade e a quantidade de exsudatos radiculares
liberados pela alface, afetando a sobrevivéncia e a
atividade das rizobactérias, na mesma linha de
raciocinio seguida por Seong et al. (1991). A utilizacéo
da areia esterilizada pode ser empregada na selecéo
de RPCPs, ja que se conseguiu observar efeito dos
isolados, podendo constituir-se numa forma agil de
realizar a experimentacéo, mas ha que se considerar
gue o ambiente pode influir bastante no comporta-
mento das bactérias.

Experimento em solo esterilizado

Novamente, chama a atencéo a porcentagem de
ocorréncia de promotores de crescimento entre o0s
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Quadro 3. Matériaseca, em gramas, da parte aérea de plantas de alface tratadas com in6culos de diferentes
bactérias, mantidas por 36 dias em casa de vegetacdo em vasos com areia esterilizada

Tratamento® Matéria seca Tratamento Matéria seca Tratamento Matéria seca
g ¢} g

Testemunha 0,10
Bc 41A 0,10 Ps 45A 0,42* Rz 41 0,10
Bc 41B 0,11 Ps 45B 0,41~ Rz 60 0,09
Bc 55 0,12 Ps 55 0,37 Rz 70 0,08
Bc 60 0,12 Ps 60A 0,43* Rz 80 0,12
Bc 70 0,14 Ps 70 0,47 Rz 81 0,12
Bc 80 0,08 Ps 80 0,13 Rz 88 0,11
Bc 81 0,11 Ps 85 0,39" Rz 90 0,08
Bc 85A 0,17 Ps 88 0,39*
Bc 85B 0,16 Ps 91 -
Bc 88 0,15 Ps 92 0,42"
Bc 90 0,10
Bc 91 0,11
Bc 92 0,18

@ Be: Bacillus sp.; Ps: Pseudomonas sp.; Rz: outras bactérias rizosféricas. Médias seguidas por ** diferem da testemunha pelo teste
unilateral de Dunnett, a 1 %. @ Todas as plantas morreram. Coeficiente de variacéo: 28,8 %.

isolados de Pseudomonas spp. em comparag¢ao com
os de outros géneros bacterianos: dos catorze
inoculados, apenas dois néo se incluiram entre as
RPCPs (Quadro 4). Quanto aos Bacilli, dois isolados
dos dez empregados tiveram esse mesmo efeito e
apenas um entre os de outras bactérias rizosféricas.
Ainda que o teste estatistico utilizado ndo tenha
comparado os isolados entre si, pode-se observar que
a média dos tratamentos com Pseudomonas spp. foi
superior a dos com os outros géneros (Quadro 4). O
isolado Rz 88, incluido neste e no experimento
anterior (Quadro 3), manteve seu desempenho de
ndo promover o crescimento das plantas.

Ainda uma vez, ndo houve relagdo entre a origem
dos isolados e a sua capacidade de promogédo do
crescimento. O Unico isolado das outras bactérias
rizosféricas que favoreceu o crescimento das plantas
- Rz 75 - foi obtido de lim&o-cravo (Quadro 2), bem
como um dos benéficos do género Bacillus. Todavia,
um dos dois Unicos de Pseudomonas que néo foram
promotores de crescimento - Ps 72 - teve também
essa origem. Os outros trés isolados fluorescentes
obtidos de limé&o-cravo tiveram efeito benéfico.

O isolado Ps 47D, originario de rizosfera de soja,
nao promoveu o crescimento, mas os outros trés com
essa mesma origem foram benéficos. Inversamente,
o isolado Bc 43A foi 0 Uinico do género Bacillusobtido
em soja que promoveu o crescimento da parte aérea
da alface.

Neste experimento, o substrato foi solo
esterilizado. Ainda que o suprimento de nutrientes
tenha sido feito da mesma forma que no experimento
com areia, com as mesmas quantidades, é possivel
gue a matéria organica ja presente no solo tenha
tido uma influéncia favoravel sobre o crescimento das
plantas. Os proprios microrganismos podem ter-se

R. Bras. Ci. Solo, 27:61-70, 2003

favorecido disso, ja que a matéria organica ¢ fonte
de nutrientes para a maioria dos quimiorganotroficos,
categoria em que se enquadram as bactérias aqui
consideradas. E possivel que a matéria organica
presente no solo tenha servido como fonte de
nutrientes para os microrganismos inoculados até
que as raizes da alface tenham comecado a exsudar
ativamente, de modo a sustentar a populagéo
inoculada.

Experimento em solo com esterco

Dos setenta isolados testados, vinte e oito - cerca
de 40 % do total - promoveram o crescimento das
plantas, ndo tendo havido nenhum que resultasse
em prejuizo (Quadro 5). E uma alta porcentagem
de bactérias benéficas, o que ndo se observou com
bactérias de outros géneros, da mesma forma que
comentado por Kloepper (1993).

Quanto a origem dos isolados, nenhum dos obtidos
em rizosfera de algodao e apenas um dos de rizosfera
de milho promoveram o crescimento das plantas
(Quadro 5). No entanto, dos dezenove isolados
obtidos de soja, doze foram benéficos. O Unico isolado
originado da prépria cultura da alface e os dois de
pimentdo também foram promotores de crescimento.

O isolado Ps 47C n&o influiu no crescimento das
plantas, diferentemente do que ocorreu no
experimento com solo esterilizado e sem esterco
(Quadro 4). Naquele experimento, esse isolado havia
sido promotor de crescimento, enquanto o Ps 47D,
nao benéfico no anterior, foi benéfico na presenca do
esterco adicionado. Os isolados Ps 62, Ps 63, Ps 65A,
Ps 71, Ps 73 e Ps 805 foram promotores do
crescimento, quando testados em solo esterilizado,
mas ndo o foram em solo natural com adicéo de
esterco bovino.
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Quadro 4. Matéria seca da parte aérea de plantas de alface tratadas com diferentes isolados de
Pseudomonas spp. do grupo fluorescente, Bacillus spp. e outras bactérias rizosféricas, mantidas
por 50 dias em casa de vegetacdo em vasos com solo esterilizado

Tratamento® Matéria seca Tratamento Matéria seca Tratamento Matéria seca
g g g

Testemunha 1,04
Ps 47A 1,77** Bc 42A 1,02 Rz 61 1,05
Ps 47B 1,79** Bc 43A 1,65** Rz 71 1,29
Ps 47C 1,99%* Bc 44 0,69 Rz 75 1,50**
Ps 47D 1,42 Bc 45A 1,03 Rz 76B 1,42
Ps 62 1,81** Bc 61 1,39 Rz 81 1,31
Ps 63 1,91** Bc 62 1,06 Rz 88 1,31
Ps 65~ 1,91** Bc 71 1,07
Ps 66B 2,17*%* Bc 72 1,564**
Ps 71 1,64** Bc 801 1,07
Ps 72 1,36 Bc 802 1,31
Ps 73 1,96**
Ps 76 2,30**
Ps 802 2,53**
Ps 805 2,02%*

M Be: Bacillus sp.; Ps: Pseudomonas sp.; Rz: outras bactérias rizosféricas. Médias seguidas por ** diferem da testemunha pelo teste

unilateral de Dunnett, a 1 %. Coeficiente de variacéo: 25,3 %.

Quadro 5. Matéria seca da parte aérea de plantas de alface tratadas com indculos de diferentes isolados
do género Pseudomonas, mantidas por 47 dias em casa de vegetacdo em vasos com solo e esterco (1:1)

Tratamento Matéria seca Tratamento Matéria seca Tratamento Matéria seca
g g g

Testemunha 0,22 Ps 43C 0,40™ Ps 62 0,29
Ps 21A 0,27 Ps 44A 0,53 Ps 63 0,27
Ps 21B 0,25 Ps 44B 0,45™ Ps 65A 0,36
Ps 21C 0,26 Ps 45A 0,39* Ps 66B 0,45
Ps 22A 0,18 Ps 45B 0,27 Ps 70 0,37
Ps 22B 0,19 Ps 45C 0,41* Ps 71 0,35
Ps 23A 0,19 Ps 46 0,41* Ps 72 0,42*
Ps 23B 0,22 Ps 47A 0,45 Ps 73 0,29
Ps 23C 0,26 Ps 47B 0,47 Ps 74 0,50
Ps 31A 0,29 Ps 47C 0,33 Ps 76 0,44*
Ps 31B 0,26 Ps 47D 0,50 Ps 77 0,33
Ps 31C 0,20 Ps 51A 0,38 Ps 80 0,54*
Ps 31D 0,23 Ps 51B 0,42* Ps 85 0,44*
Ps 32 0,25 Ps 52A 0,40* Ps 91 0,44*
Ps 33 0,39* Ps 52B 0,40* Ps 92 0,48*
Ps 34C 0,37 Ps 53A 0,38 Ps 805 0,32
Ps 41A 0,37 Ps 53B 0,52 136RN 0,47
Ps 41B 0,41* Ps 53C 0,38 G20-18 0,54
Ps 41C 0,32 Ps 54A 0,34 WA4F58 0,36
Ps 42A 0,38 Ps 54B 0,29 W4F111 0,37
Ps 42B 0,38 Ps 54C 0,22 W4F164 0,33
Ps 42C 0,33 Ps 55 0,32 W4P5 0,21
Ps 43A 0,41* Ps 60A 0,25 W4P144 0,51
Ps 43B 0,49 Ps 60B 0,26

Médias seguidas por * ou ** diferem da testemunha pelo teste unilateral de Dunnett, a 5 e 1 % respectivamente. Coeficiente de

variacdo: 39,7 %.

Nesse caso, pode-se supor que, ainda que tais
bactérias possuam potencial como RPCPs, essa
habilidade s6 se tenha manifestado em auséncia de
competi¢do com outros microrganismos, presentes
no experimento com esterco. Seriam competidores
fracos, de importancia relativa para aplicacao pratica
em grande escala. Inversamente, o isolado Ps 72, a

semelhanca do Ps 47D, foi favoravel ao crescimento
vegetal no solo natural com adic&o de esterco, mas
nao no esterilizado. Essa habilidade pode ter sido
expressa em funcdo das melhores condicdes
nutricionais para os préprios microrganismos
propiciadas pela adicao do esterco, conforme ja
discutido no item anterior, e ndo foi afetada pela

R. Bras. Ci. Solo, 27:61-70, 2003



68 S.S. FREITAS et al.

presenca de outros microrganismos. De acordo com
Seong et al. (1991), a propria capacidade de
colonizacéo das raizes pelas bactérias é alterada
pelas diferentes condi¢cdes ambientais.

Ainda que seja desejavel a habilidade competitiva
demonstrada, € 6bvio que o que importa, mesmo, é a
manutencéo da atividade promotora de crescimento
em condi¢Oes variaveis de solo. A coeréncia no
comportamento nas duas diferentes condicGes foi
apresentada pelos isolados Ps 47A, Ps 47B, Ps 66B
e Ps 76.

Experimento em solo com solucao nutritiva

Nas plantas do tratamento-testemunha, isto &,
nas que nao receberam inoéculo bacteriano, houve
efeito da solucéo nutritiva, sendo maior a matéria
seca das que receberam a solugdo completa, como
era de se esperar (Quadro 6). Entre as plantas que
receberam solucéo nutritiva diluida, quatro isolados
(Ps 41B, Ps 85, Ps 91 e W4P144) atuaram como
promotores de crescimento, ao passo que, na
presenca de solugdo completa, outros cinco isolados
foram benéficos (Ps 44B, Ps 45A, Ps 45C, Ps 92 e
G20-18). Cumpre notar que, para todos eles, esse
beneficio foi significativo também em relacéo a
testemunha com adubacgdo completa, indicando que
o isolado foi eficiente mesmo em comparacédo a
nutricdo adequada. Esses isolados todos haviam

promovido o crescimento das plantas no experimento
anterior, desenvolvido em solo misturado com esterco
bovino. Ainda, o isolado Ps 52B, que havia sido
benéfico no experimento com esterco, foi prejudicial
na presenca de solucéo nutritiva completa.

Como se observa, nenhum dos isolados benéficos
na menor concentracdo de nutrientes repetiu seu
desempenho na maior, tendo sido o inverso também
verdadeiro. Esse aspecto traz de novo a baila o
trabalho de Seong et al. (1991), em que as condicdes
ambientais afetaram o desempenho de isolados de
P. fluorescens e P. aeruginosa. O que ocorreu neste
experimento sugere, novamente, que a capacidade
de promocao de crescimento esteja ligada a
fertilidade do substrato, de maneira semelhante a
encontrada por Siddiqui et al. (2001), para o controle
de Meloidogyne incognita em tomateiro. Para essa
concluséo contribui o fato de que diversos isolados
(Ps 42A, Ps 43B, Ps 43C, Ps 44A,Ps 74,Ps 76, Ps 80,
Ps 85, Ps 221, Ps 222 Ps 223 e 136RN), ainda que
nédo tenham diferido da testemunha correspondente,
resultaram em plantas com maior matéria seca na
presenca de solucdo nutritiva completa. Os isolados
Ps 221, Ps 222 e Ps 223, que ainda nao haviam sido
testados, tiveram somente esse efeito, sem diferir
da testemunha, mas os outros ja se haviam revelado
promotores de crescimento no experimento com
esterco.

Quadro 6. Matéria seca da parte aérea de plantas de alface tratadas com diferentes isolados do género
Pseudomonas e solucédo nutritiva, completa ou diluida, mantidas por 49 dias em casa de vegetacao

em vasos com areia

Solugao nutritiva

Solugao nutritiva

Tratamento

Diluida Completa Tratamento Diluida Completa

g g

Testemunha 0,46 0,734+ Ps 52B 0,51 0,44*
Ps 22A 0,53 0,60 Ps 53B 0,64 0,66
Ps 22B 0,56 0,58 Ps 53C 0,67 0,73
Ps 23A 0,65 0,62 Ps 66B 0,59 0,73
Ps 33 0,57 0,58 Ps 72 0,60 0,74
Ps 41B 0,76** 0,81 Ps 74 0,67 0,934+
Ps 42A 0,62 0,83* Ps 76 0,65 0,83+
Ps 43A 0,65 0,76 Ps 80 0,63 0,864
Ps 43B 0,62 0,894+ Ps 85 0,72 0,964+
Ps 43C 0,59 0,894+ Ps 91 0,70 0,85
Ps 44A 0,70 0,89+ Ps 92 0,69 1,144
Ps 44B 0,62 1,117 44 Ps 201A 0,62 0,74
Ps 45A 0,69 1,0544 Ps 211A 0,63 0,73
Ps 45C 0,65 1,044 Ps 221 0,63 0,974+
Ps 46 0,70 0,76 Ps 222 0,67 0,86+
Ps 47A 0,54 0,61 Ps 223 0,68 0,944+
Ps 47B 0,59 0,55 136RN 0,64 0,854
Ps 47D 0,70 0,64 G20-18 0,67 1,064+
Ps 51B 0,64 0,58 W4P144 0,81 0,97
Ps 52A 0,66 0,65

Médias seguidas por * ou ** diferem da testemunha correspondente, pelo teste unilateral de Dunnett, a 5 e 1 % respectivamente.
Médias seguidas por 4 ou 4 A diferem, dentro de cada tratamento de inoculacdo, pelo teste unilateral de Dunnett,a 5e 1%

respectivamente. Coeficiente de variacdo: 22,0 %.

R. Bras. Ci. Solo, 27:61-70, 2003



PROMOGAO DO CRESCIMENTO DE ALFACE POR RIZOBACTERIAS 69

O desempenho variado dos isolados em relagéo
ao substrato pode indicar uma ampla forma de
modos de acgdo, o que é desejavel em termos de
aplicacdo pratica. E melhor ter a possibilidade de
manejo dos isolados, empregando-os em conjunto
num eventual inoculante, do que contar apenas com
organismos que atuem somente em condicdes
restritas. Todavia, essa variacao pode indicar também
uma instabilidade do desempenho das bactérias,
conforme ja relatado por Hebbar et al. (1992a,b).
Acredita-se que essa instabilidade seja o principal
obstaculo ao emprego de RPCPs em larga escala.

Com esse aspecto em vista, pode-se analisar o
comportamento dos isolados bacterianos no conjunto
dos experimentos aqui relatados. Alguns deles
atuaram consistentemente sempre que foram
empregados, outros ndo. Os isolados Ps 45A e Ps 92,
por exemplo, foram promotores de crescimento
sempre que inoculados: isso ocorreu no experimento
com areia, no com solo e esterco e no com solugéo
nutritiva, em que sua acado foi significativa na
presencga de solucdo completa. J& o isolado Ps 91
teve uma ac¢ao bastante inconsistente: no
experimento com areia, chegou a matar todas as
plantas que o receberam; no experimento com solo e
esterco, foi promotor de crescimento e, no com solugao
nutritiva, foi benéfico somente na presenca de
solucdo diluida.

Ainda que essa instabilidade possa parecer
indesejavel, ha que levar em conta o fato de que seja
consequéncia do desconhecimento sobre o modo de
acéo das RPCPs e, de maneira mais ampla, sobre a
interacdo dos microrganismos rizosféricos e as
plantas.

CONCLUSOES

1. Bactérias do grupo fluorescente do género
Pseudomonas atuam como promotoras de crescimento
em alface.

2. A presenca desse grupo na rizosfera de alface
freqlientemente resulta em maior crescimento das
plantas dessa espécie.

3. A capacidade de promocéao de crescimento esta
possivelmente ligada a fatores nutricionais do
substrato, os quais precisam ser mais bem definidos.
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