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Resumo - Diversos grupos de bactérias sdo capazes de se associar com plantas, sendo essas
interacdes patogénicas ou prejudiciais ao tecido vegetal, ou interagcdes benéficas que se baseiam
na troca de favores entre bactéria e planta. Entre as associacGes benéficas destacam-se as
bactérias associativas, capazes de associar as plantas de diferentes formas e com isso, estimular
o desenvolvimento vegetal. As bactérias diazotroficas além de fixar nitrogénio atmosférico,
produzem fitohormonios que contribuem para o crescimento e desenvolvimento das plantas.
Contudo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta da alface crespa quanto a eficacia das
bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCP). O experimento foi instalado em casa de
vegetacdo no Polo Tecnologico Agroalimentar, municipio de Arapiraca/AL. A cultivar da
alface crespa (Lactuca sativa L.) e as BPCP utilizadas foram Veneranda, Herbaspirillum
seropedicae (BR 11175) e Glucanoacetobacter diazotrophicus (BR 11281), respectivamente.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) com quatro tratamentos:
alface + solo (TA), alface + substrato (TS), alface + BR 11175 + solo e alface + BR 11175 +
BR 11281 + solo, com 3 repeti¢des. As variaveis analisadas no experimento foram: biomassa
verde das folhas (BVF), biomassa verde do caule (BVC), biomassa verde da raiz (BVR),
biomassa verde total (BVT), altura da planta (AP), comprimento do caule (CC), comprimento
da raiz (CR) e numero de folhas (NF). Nos resultados constatou-se que as BPCP isolada e em
dupla inoculacdo inibiram a altura da planta, a biomassa verde do caule e a biomassa verde da
raiz da alface crespa.

Palavras-chave: BPCP. Lactuca sativa L. Inoculacdo. Biomassa
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Abstract - Several groups of bacteria are capable of associate with plants, these interactions
can be pathogenic or harmful to plant tissue, or benefits interactions that are based on the
exchange of favors between bacteria and plant. Among the beneficial associations, associative
bacteria stand out, capable of associating with plants in different ways, stimulating plant
development. Diazotrophic bacteria, in addition to fixing atmospheric nitrogen, determine
phytohormones that contribute to plant growth and development. However, the aim of this work
was to evaluate the response of crisp lettuce regarding the effectiveness of plant growth
promoting bacteria (PGPB). The experiment was installed in a greenhouse at the Polo
Tecnoldgico Agroalimentar, municipality of Arapiraca/AL. The crispy lettuce cultivar (Lactuca
sativa L.) and the PGPB used were Veneranda, Herbaspirillum seropedicae (BR 11175) and
Glucanoacetobacter diazotrophicus (BR 11281), respectively. The experimental design was a
DIC (completely randomized design) containing four treatments: lettuce + soil (TA), lettuce +
substrate (TS), lettuce + BR 11175 + soil and lettuce + BR 11175 + BR 11281 + soil, with 3
replications. The variables analyzed in the experiment were: green leaf biomass (GLB), green
stem biomass (GSB), green root biomass (GRB), plant height (PH), root length (RL) and
number of leaves (NL). The results showed that PGPB alone and in double inoculation inhibited
plant height, green stem biomass and green root biomass of crisp lettuce.

Keywords: PGPB. Lactuca sativa L. Inoculation. Biomass

Introducéo

A alface (Lactuca sativa L.) é uma planta pertencente a familia Asteraceae e
amplamente cultivada em diversos paises por ser uma das folhosas mais consumidas no mundo.
No Brasil, € considerada a hortalica folhosa mais importante na alimentacédo, o0 que assegura
seu expressivo potencial econdmico. E cultivada geralmente em condicBes de agricultura
familiar, de maneira intensiva, em pequenas propriedades situadas em areas periurbanas ou nos
cinturdes verdes dos grandes centros urbanos (COSTA & SALA, 2005).

De acordo com Filgueira (2008), a alface pode ser cultivada durante todo o ano, floresce
em dias longos, preferivelmente, em altas temperaturas, mas vegeta, principalmente, em
condi¢cBes de dias curtos e temperaturas mais baixas. SO no territério Alagoano, sdo 700
estabelecimentos agropecuarios que cultivam esta planta, sendo 33,4% concentrados na
microrregido de Arapiraca (IBGE, 2017).

Nos Ultimos anos, o cultivo organico de hortalicas tem crescido gradualmente, tendo em
vista 0 aumento significativo de concessao de selos de certificadoras ano ap6s ano em Alagoas.
A alface orgéanica tem se destacado principalmente, no Agreste, sendo a comercializacdo
realizada em supermercados, lojas de produtos naturais e feiras agroecolégicas.

Uma das tecnologias alternativas para melhorar o desenvolvimento de plantas é a
inoculacdo de microrganismos benéficos que, isolados ou combinados, exercem funcdes
importantes para a sobrevivéncia, crescimento e desenvolvimento vegetal, impactando a
producdo agricola. As principais bactérias promotoras de crescimento em plantas (BPCP)
usadas na agricultura incluem principalmente, as estirpes dos genéros Pseudomonas, Bacillus,
Burkholderia, Streptomyces, Rhizobium, Bradyrhizobium, Acetobacter, Herbaspirilum,
Agrobacterium radiobacter e Enterobacter cloacae, entre outras (MARIANO et al., 2004) que
podem ser isoladas de diversos ambientes (CHANWAY et al., 2014) possuindo a capacidade
de colonizar a superficie de raizes, a rizosfera e a filosfera, bem como os tecidos vegetais
internos (KLOEPPER et al., 1989; FIGUEIREDO et al., 2010), modulando o metabolismo da
planta e estimulando seu crescimento e produtividade por mecanismos diretos e/ou indiretos.
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A acao direta envolve a producdo de compostos
fitoestimuladores pelas bactérias e/ou sua atuagdo em alguns processos que
resultam no aumento da disponibilidade de certos nutrientes. O efeito direto envolve a fixacdo
de N> (BODDEY & DOBEREINER, 1995), producdo de fitohormonios
(PEREZ-GARCIA; ROMERO; VICENTE, 2011) e solubilizacdo de fosfatos (KUMAR &
DUBEY, 2012).

Os mecanismos indiretos sdo relacionados a protecdo da planta a microrganismos
patogénicos (SHANAHAN et al., 1992). Os géneros Herbaspirillum e Gluconoactobacter sdo
bactérias diazotrdficas endofiticas, aerdbias, gram negativas, fixadoras de nitrogénio e
promotoras de crescimento vegetal. A estirpe H. seropedicae foi isolada das raizes de milho,
arroz, sorgo, cana-de-agucar e ainda de espécies frutiferas como a bananeira e abacaxizeiro
(BALDANI et al., 1986). Tem a capacidade de colonizar os tecidos internos das plantas sem
causar prejuizos a planta hospedeira (BALDANI et al., 1992; SCHMIDT et al., 2011).

J& a estirpe Gluconacetobacter diazotrophicus € uma bactéria que foi isolada
inicialmente de cana-de-actcar (CAVALCANTE & DOBEREINER, 1988) e posteriormente
encontrada associada a batata-doce (PAULA; SIQUEIRA; DOBEREINER, 1993), Pennisetum
purpureum (REIS; OLIVARES; DOBEREINER, 1994), café (JIMENEZ-SALGADO et al.,
1997), abacaxi (TAPIA-HERNANDEZ et al., 2000), insetos como cochonilhas, que habitam a
bainha foliar da cana-de-acucar (FRANKE et al., 1999), sendo capaz de oxidar etanol a &cido
acético (CAVALCANTE & DOBEREINER, 1988).

O Herbaspirillum e Gluconoactobacter constituem géneros muito bem estudados, sendo
diversos os estudos relacionados com a producdo de fitormonios que induzem o crescimento
radicular e melhoram a absor¢éo de agua e nutrientes pelas plantas.

Objetivou-se com este estudo avaliar a resposta da alface crespa cv. Veneranda quanto
a eficacia das bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCP) Herbaspirillum seropedicae
(BR 11175) e Glucanoacetobacter diazotrophicus (BR 11281), em casa de vegetacao.

Material e métodos

A pesquisa foi realizada no laboratorio de Microbiologia do Polo Tecnologico
Agroalimentar de Arapiraca (9°50'36.4"S 36°34'33.0"W) localizado na zona rural da Vila
Bananeiras na cidade de Arapiraca-AL. O clima da regido, segundo Koppen, é do tipo As®, com
uma estacdo seca no verdo e chuvas de outono/inverno (LIMA, 1965). O municipio é
caracterizado por temperaturas elevadas, com a media anual de 25°C, e totais anuais de
precipitacdo segundo o intervalo de 750 a 1000 mm. Os meses mais chuvosos sdo maio, junho
e julho, concentrando geralmente mais de 50% do total anual, e 0s minimos pluviométricos sao
registrados na primavera ou no verdo, possuindo de 4 a 5 meses secos NIMER (1977).

Para analise de fertilidade do solo foram encaminhadas amostras da camada aravel (0-
20 cm) ao laboratorio Central Analitica em Maceié-AL. De acordo com a analise
granulométrica, o solo apresentava 18,4%, 23,2%, 28,5% e 29,9% de argila, silte, areia fina e
areia grossa, respectivamente. Ja o substrato comercial Bioplant® apresentou um pH de (6,2),
condutividade elétrica (0,7 puS/cm), densidade (150 kg/m?) e capacidade de retencio de 4gua
(100%).

Tabela 1. Caracteristicas fisicas! e quimicas® do solo utilizado no experimento.
Caracteristicas quimicas
Solo pH P K Na Mg Ca Al H S CTC V m M.O
Prof.(cm) H20 meq/100ml %
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0-20 520 2 40 17 0,70 0,70 0,27 463 16 418 37,7 146 0,94
Caracteristicas fisicas
Solo Areia AreiaFina  Areia total Silte Argila Classe text*
grossa
Prof.(cm)
0-20 299 285 584 232 184 FA***

! Anélises realizadas pelo Laboratdrio Central Analitica LTDA, pH w20; Na, P, K: Melhlich; Ca, Mg,Al: KCI; M.O.: S.
Sulfurosa. Andlises fisicas (Embrapa, 2009). S: soma de bases; CTC: capacidade de troca catidnica; V: Saturagdo por bases;
M: Saturagdo por aluminio; *tex=textural, ***FA= Franco Arenoso

As caracteristicas quimicas na fase de pré-instalacdo do experimento estdo
representados na Tabela 1. Evidenciou-se uma baixa fertilidade do solo, visto que, a saturacéo
(V) por bases (37,7%) foi < 50%. Uma saturacdo por base baixa indica que o solo est3,
provavelmente &acido e podendo conter aluminio em nivel téxico (RONQUIM, 2010),
confirmando o pH em H20 do solo da pesquisa. Quanto a percentagen de saturacdo de Aluminio
(Al), apresentou uma baixa saturacdo de m=14,6% e pouco teor de Al trocavel. Com base nos
resultados foi necessario corrigir o pH do solo com CaCO3z que apds a correcado ficou pH = 6,6.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) com quatro
tratamentos: alface + solo (TA), alface + substrato (TS), alface + BR 11175 + solo e alface +
BR 11175 + BR 11281 + solo, com 3 repeticdes, em casa de vegetacdo. As BPCPs utilizadas
foram: Herbaspirillum seropedicae (BR 11175), Gluconacetobacter diazotrophicus (BR
11281), e em mistura com dupla inoculacdo (H. seropedicae + G. diazotrophicus) (Tabela 2).
Tabela 2. Estirpes de bactérias provenientes da cole¢do do Centro Nacional de Pesquisa de
Agrobiologia (CNPAB), codigo, planta a qual foi isolada e referéncias.

Estirpes Cddigo CRB-JD* Isolada Referéncias
Gluconacetobacter BR 11281 Cana-de-agucar/colmo YAMADA, HOSHINO,
diazotrophicus ISHHIKAWA (1997)
Herbaspirillum BR 11175 Arroz/raizes BALDANI et al., (1986)

seropedicae
*Centro de Recursos Bioldgicos Johana Ddbereiner

Para a obtencdo dos inoculantes, as estirpes bacterianas liofilizadas foram ativadas de
acordo com a metodologia descrita por Figueiredo por et al (2013). Para a preparacgéo do inoculo
bacteriano as estirpes foram crescidas em meio JNFb e LGI-P para Herbaspirillum e
Glucanoacetobacter, respectivamente por 48 horas na temperatura de 28°C. Em seguida as duas
estirpes foram multiplicadas para preparacéo dos inoculantes em frascos de Erlenmeyer com o
meio de cultura DYGS (Dextrose Levedura Glicose Sacarose) por 48 horas com agitacao
constante de 200 rpm a 29°C. A concentracdo final das suspensdes bacterianas crescidas ()
inoculo foram ajustadas a uma densidade bacteriana de ~108 células mL™,

As mudas da alface cv. Veneranda foram produzidas no viveiro da SEMEAR
agropecuéria LTDA, Batingas, em Arapiraca, em bandejas de polipropileno com 200 células,
preenchidas com o substrato comercial Bioplant®. Apo6s a semeadura, as bandejas foram
cobertas com uma fina camada do proprio substrato. Aproximadamente sete dias apos a
emergéncia das plantulas, foi realizado o desbaste, deixando-se uma planta por célula. O
suprimento de agua no periodo de viveiro foi efetuado duas vezes ao dia.

Em casa de vegetacdo as mudas foram transplantadas logo apds 30 dias a semeadura
para vasos plasticos estéreis (alcool a 70%) com capacidade de 1 kg de solo vaso™ previamente
esterilizado em autoclave por 3 dias consecutivos a temperatura de 120°C na pressao de 1kPa.
Para o tratamento com estirpe individual, foi inoculada uma suspensdo de 10 mL, enquanto,
aquele com dupla inoculacdo de estirpes, foram inoculadas com 5 mL de cada estirpe. Nas
testemunhas absolutas (TA e TS) ndo foi acrescida suspensdo de bactérias.
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As plantas foram nutridas quinze dias ap6s o transplantio com solucao de Hoagland &
Arnon (1950). A umidade foi mantida na capacidade de pote e ndo houve o controle de
temperatura.

A colheita foi efetuada aos 30 dias apds o transplantio e foram avaliadas as seguintes
variaveis: altura da planta (AP) e comprimento da raiz (CR) foi medido com régua graduada;
nimero de folhas (NF), a planta foi desfolhada e contada; biomassa verde da folha (BVF),
biomassa verde do caule (BVC) e biomassa verde da raiz (BVR) foi realizada a pesagem de
cada parte em balanca digital, com resultado expresso em g/planta e por fim a biomassa seca
total (BST), onde a parte aérea + raiz foram seca separadamente em estufa a 65°C até o peso
constante. Posteriormente, determinou-se a massa seca por meio de pesagem em balanca digital.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), utilizando-se o programa
estatistico SISVAR 5.6 Build 72, com niveis de significancia de 5% pelo teste F, e as médias
comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).

Resultados e Discussao

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados da inoculacdo das BPCP isolada e em
mistura aos trinta dias ap6s o transplantio nas mudas de alface. N&d&o foram observadas
diferencas significativas pelo teste de Tukey (P<0.05) na biomassa verde da folha (BVF) e na
biomassa seca total (BST) quando comparadas as testemunhas. Nas variaveis biomassa verde
do caule (BVC) e biomassa verde da raiz (BVR) verifica-se que houve diferenca significativa
pelo teste de Tukey (P<0.05). Tanto o caule quanto as raizes apresentaram um maior
desenvolvimento quando cultivados no substrato comercial Bioplant® sem inoculante,
revelando que as BPCP isoladas ou em mistura induziram um decréscimo significativo (p<0,05)
em relacdo ao controle no substrato (TS). O substrato proporcionou um incremento na BVC de
34,6%, 17,71% e 15,44% quando comparado a inoculagdo com a Herbaspirillum seropedicae
(BR 11175), a dupla inoculacdo com Herbaspirillum seropedicae (BR 11175) +
Gluconacetobacter diazotrophicus (11281) e testemunha absoluta (TA), respectivamente.

Tabela 3. Biomassa verde da folha (BVF), biomassa verde do caule (BVC), biomassa verde da raiz
(BVR) e biomassa verde total (BST) de mudas de alface crespa cv. Veneranda inoculadas com BPCP
apos os 30 dias de transplantio.

Tratamentos BVF BVC BVR BST
(9

H. seropedicae 1,852a 1,288b 1,672b 1,314a
H. seropedicae + diazotrophicus 2,319 1,473b 2,532ab 1,960a
TA 2,122a 1,502ab 2,211ab 1,662a
TS 2,491a 1,734a 2,904a 1,963a

Médias 2,196 1,499 2,329 1,725

CV(%) 17,95 6,21 17,41 21,85

Médias seguidas pela mesma letra mindscula entre os tratamentos dentro da mesma coluna, ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (p<0,05).Herbaspirillum seropedicae (BR 11175), Gluconacetobacter diazotrophicus (BR
11281), Testemunha absoluta (TA) e Testemunha substrato (TS). Para andlise estatistica, os dados BVF, BVC,
BVR e BST foram transformados em vx+1. Médias de 3 repeticdes.

Os resultados deste estudo ndo corroboram com Gomes et al. (2003), que ao inocular
bactérias promotoras de crescimento isoladas da alface, na producdo de mudas organicas cv.
Verdnica em ambiente protegido, obtiveram aumento significativo em relagdo a testemunha
para massa fresca raiz, massa fresca parte aérea e massa fresca total. Sugere-se entdo que neste
estudo a interagdo planta-microrganismo ndo foi eficaz, ou seja, as BPCP néo tiveram a
capacidade de colonizar as raizes, comprometendo a mobilizacdo de nutrientes e,
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consequentemente, o desenvolvimento da planta. Os mecanismos de reconhecimento da planta-
bactéria culminam na adaptacdo e colonizagdo dos tecidos vegetais, 0s quais sdo bastante
especificos. E essa interacdo distingue simbiontes benéficos, saprofitos ou parasitas
patogénicos. Acredita-se que existam diferencas sutis nas moléculas de reconhecimento planta-
bactéria que sdo comandadas por muitos genes e vias metabolicas, sendo que para uma Unica
estirpe muitas vias podem estar envolvidas no processo de colonizagdo, as quais sdo
influenciadas pela espécie da planta, tipo de solo e condi¢es ambientais (WELLER, 2007).

Em ambientes naturais, a primeira etapa para a colonizacao consiste no contato fisico
entre a bactéria e a planta hospedeira, ap6s movimento dos microrganismos em direcdo as
raizes, atraidos por exudatos radiculares, ou pelo transporte passivo na solucdo do solo
(BENIZRI et al., 2001).

J& para as varidveis comprimento da raiz (CR) e nimero de folhas (NF) ndo diferiram
estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0.05) das testemunhas (TA e TS). Na variavel altura
da planta (AP) houve diferenca significativa (P<0.05) pelo teste de Tukey quando as mudas da
alface crespa ndo foram inoculadas com as estirpes BR 11175 (H. seropedicae) e BR 11281 (G.
diazotrophicus), isolada ou combinadas, revelando novamente que induziram um decréscimo
no desenvolvimento da planta. O substrato (TS) promoveu um aumento na altura da planta em
92,8%, 52,9% e 38% em relacdo as plantas que foram inoculadas isoladamente, combinadas e
a testemunha absoluta (TA), respectivamente (Tabela 4). combinadas e a testemunha absoluta
(TA), respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4. Altura da planta (AP), comprimento da raiz (CR) e nimero de folhas (NF) de mudas de alface
crespa cv. Veneranda inoculadas com BPCP apés os 30 dias transplantio.

Tratamentos AP CR NF
(cm) (un)

H. seropedicae 9,093b 7,833a 9,000a

H. seropedicae + diazotrophicus 11,466b 9,333a 9,677a

TA 12,700b 10,133a 12,333a

TS 12,533a 14,200a 14,000a

Médias 12,698 10,375 11,250

CV(%) 12,84 29,41 20,69

Meédias seguidas pela mesma letra mindscula entre os tratamentos dentro da mesma coluna, ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (p<0,05). Herbaspirillum seropedicae (BR 11175), Gluconacetobacter diazotrophicus (BR
11281), Testemunha absoluta (TA) e Testemunha substrato (TS). Médias de 3 repeti¢des.

O fato do tratamento controle (TS) ter promovido um melhor efeito nas mudas de alface
quando comparado ao controle absoluto (TA) provavelmente esta relacionado aos componentes
presentes no substrato comercial Bioplant® como: a turfa de sphagnum, fibra de coco, casca de
arroz, casca de pinus, vermiculita, gesso agricola, carbonato de calcio, magnésio, termofosfato
magnesiano (Yoorin) e aditivos (fertilizantes), além de boa aeracdo, boa retencdo de umidade
e uniformidade. O solo que fez parte do tratamento testemunha absoluta (TA) apresentou baixa
fertilidade (Tabela 1), visto que, a saturagdo (V) por bases (37,7%) foi < 50%, o que contribuiu
para um menor desempenho das mudas.

Embora o potencial de promocéo de crescimento vegetal mediado por bactérias ja foi
bastante demonstrado, tanto na melhoria da nutricdo como no desenvolvimento vegetal, através
solubilizacdo de fosfatos inorgéanicos insollveis, na producdo de siderdforos, na sintese de
fitohormonios, como também na fixacéo bioldgica de nitrogénio, alguns desses mecanismos de
acdo podem sofrer o impacto de fatores edafocliméticos, pois assim como as plantas, as
bactérias apresentam variacdes na tolerancia a estresses que influenciam a expressdo de suas
caracteristicas. De acordo com Rumjanek et al. (2005), os principais fatores que podem afetar
a promocdo de crescimento vegetal por algumas bactérias, quando estas se encontram
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associadas as plantas, estdo a temperatura, salinidade, umidade e pH do solo. E importante
ressaltar que neste estudo ndo teve controle de temperatura e o experimento foi instalado nos
meses mais quentes do ano (janeiro e fevereiro) e que apresentam 0s menores indices
pluviométricos.

Resultados negativos também foram observados por Probanza et al. (1996), que ao
inocular B. subtillus (BS1 e BS2) em plantas de pinus (Pinus taeda L.), verificaram a reducéo
de comprimento da parte aérea e raizes, bem como da biomassa.

De acordo com Sharan & Nehra (2011), esses resultados reforcam a ideia de que a
capacidade das BPCP de produzir metabolitos ndo é necessariamente um pré-requisito para que
ocorra aumento de crescimento e de producdo em plantas, pois o efeito benéfico depende de
sua concentracdo. Estudos demonstraram que o efeito do estimulo no crescimento vegetal
promovido pelo acido indol acético (AlA), um fitohormdnio sintetizado por BPCP, incluindo
Herbaspirillum seropedicae e Gluconacetobacter diazotrophicus (BASTIAN et al., 1998) vai
depender das concentragdes sintetizadas. Pode promover crescimento (BISWAS et al., 2000;
PATIL et al., 2011), inibir (PATIL et al., 2011; SCHLINDWEIN et al., 2008) ou ndo exercer
nenhum efeito (LI et al., 2008) sobre o desenvolvimento vegetal.

Conclusao

As bactérias promotoras de crescimento Herbaspirillum seropedicae (BR 11175)
isolada e em dupla inoculagdo com Gluconacetobacter diazotrophicus (BR 11281) néo
promoveram o desenvolvimento da alface crespa cv. Veneranda aos 30 dias ap0s a inoculacao
em ambiente protegido;

As BPCP Herbaspirillum seropedicae (BR 11175) isolada e em dupla inoculacdo com
Gluconacetobacter diazotrophicus (BR 11281) inibiram o crescimento em altura da planta, a
biomassa verde do caule e da raiz da alface crespa cv. Veneranda aos 30 dias apds a inoculagédo
em ambiente protegido.
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