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RESUMO - A producdo convencional de hortalicas se baseia no uso de fertilizantes e defensivos quimicos, os quais
contribuem para 0 aumento da producdo de alimentos. Porém, o uso exagerado e inadequado desses produtos pode causar
varios problemas a salde e ao meio ambiente. O uso de bactérias promotoras de crescimento de plantas, como Bacillus
amyloliguefaciens, surge como uma alternativa, ja que as mesmas atuam diretamente no crescimento vegetal por alteragdes nas
concentragdes hormonais e maior aporte de nutrientes, como nitrogénio, fosforo e ferro, além de também atuar indiretamente
pela supressdo de doengas. Com isso, este trabalho objetiva avaliar o efeito da bactéria B. amyloliquefaciens 1CBB200,
apresentada em trés diferentes formulagdes, sobre o crescimento de plantas de alface, em cinco condi¢des edafoclimaticas
diferentes. Ensaios em campo com trés diferentes formulacdes de B. amyloliquefaciens ICBB200 foram conduzidos em éareas
de cultivo de alface, em cinco condic¢Ges edafocliméticas distintas, na cidade de Porto Alegre, RS. Apds 34 dias de cultivo, as
plantas foram coletadas e avaliadas quanto & circunferéncia e peso de massa fresca de parte aérea. B. amyloliquefaciens
ICBB200 promoveu o crescimento de parte aérea de plantas de alface, em qualquer uma de suas formulagdes testadas, em
todas diferentes condi¢des edafoclimaticas testadas.

Palavras-chave: hortalicas, inoculantes agricolas, promocao de crescimento, rizobactéria.

EFFECT OF THREE FORMULATIONS OF Bacillus amyloliquefaciens ICBB200 ON
LETTUCE GROWTH (Lactuca sativa L.) IN FIVE SOIL AND CLIMATE CONDITIONS

ABSTRACT - Conventional vegetable production is based on the use of chemical fertilizers and pesticides, which contribute
to increased food production. However, excessive and inappropriate use of these products can cause several problems to health
and the environment. The use of bacteria promoting plant growth, such Bacillus amyloliquefaciens ICBB200 is an alternative,
since they act directly on the plant growth due to changes in hormonal levels and increased intake of nutrients such as
phosphorus and iron, and also act indirectly by suppressing diseases. Field tests with three different formulations of B.
amyloliquefaciens ICBB200 were conducted in lettuce growing areas, in five different soils and climatic conditions in the city
of Porto Alegre, Rio Grande do Sul State. After 34 days of cultivation, the plants were collected and evaluated for
circumference and fresh weight of aerial part. B. amyloliquefaciens ICBB200 promoted shoot growth of lettuce plants in any of
their formulations tested, at all the different conditions tested.

Key words: vegetables, agricultural inoculants, growth promotion, rhizobacteria.

INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) é a hortaliga folhosa
mais consumida no mundo. Diante de sua sensibilidade as
condigBes climaticas, até o final da década de 70 do século
passado, o cultivo se restringia as regibes de clima
temperado. Entretanto, o desenvolvimento de novas
variedades com maior resisténcia ao calor permitiu que a
alface fosse cultivada em todo o Brasil (SALA; COSTA,
2012; MALDONADE et al., 2014).

A producéo convencional de hortaligas se baseia
no uso de fertilizantes e defensivos quimicos, os quais

contribuiram para o aumento da produgdo de alimentos.
Porém, o uso exagerado e inadequado desses produtos
pode causar varios problemas a salde e ao meio ambiente
(ADESEMOYE et al., 2009). Portanto, a busca de
alternativas que possam reduzir a introdugdo desse tipo de
insumo nas lavouras € primaz para a manutengdo
sustentavel dos cultivos.

O uso de bactérias promotoras de crescimento de
plantas (BPCP), como Bacillus spp. e Pseudomonas sp.,
impacta a producéo agricola, pelo aumento no rendimento
(Pl et al., 2015). As BPCP atuam indiretamente pela
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supressdo de doencas e diretamente pela producdo ou
alteracdo da concentracdo de fitohormonios, fixacdo de
nitrogénio atmosférico, solubilizacdo de fosfatos minerais
ou outros nutrientes do solo, oxidacdo do enxofre, aumento
de permeabilidade das raizes e producdo de sider6foros
(LUGTENBERG; KAMILOVA, 2009; PII et al., 2015).
Associada a diversidade de metabdlitos produzidos por
bactérias do género Bacillus e a inocuidade a animais e
humanos, ha a capacidade de formacdo de esporos,
estruturas que viabilizam o preparo de formula¢fes com
maior estabilidade, o que torna essas bactérias ainda mais
interessantes para o0 desenvolvimento de produtos
inoculantes (BOER; DIDERICKSEN, 1991; TIAGO et al.,
2004; PEREZ-GARCIA, 2011; LAGERLOF et al., 2015).

Bacillus amyloliquefaciens é uma bactéria
cosmopolita, habitante natural de solos e comumente
associadas ao ambiente rizosférico e endofitico de plantas
(FAN etal., 2012; MENG et al., 2012; XU et al., 2013).

B. amyloliquefaciens vem sendo associada a
protecdo de plantas, mostrando resultados positivos na
promo¢do de crescimento (STAVROPOULOU, 2011;
HAO et al., 2012; KASIM et al., 2013; NAUTIYAL et al.,
2013), assim como na reducdo das perdas causadas por
fungos e nematoides fitopatogénicos (BURKET-CADENA
et al., 2008; LOBNA; ZAWAM, 2010; ALFONZO et al.,
2012; BERIC et al., 2012; SOLANKI et al., 2012;
DIHAZI et al., 2012; MYRESIOTIS et al., 2012; WANG
etal., 2012; ALVAREZ et al., 2012).

O uso de B. amyloliquefaciens em nivel comercial
como promotoras de crescimento vegetal j& é uma
realidade em alguns paises, como os produtos Rhizovital®
produzido na Alemanha, Taegro® na Dinamarca, e
Quickroots® nos Estados Unidos (PEREZ-GARCIA et al,
2011; CHOWDHURY et al., 2013; MONSANTO, 2015).
No caso do Brasil, ndo foram encontradas referéncias de
que haja produtos comercias registrados & base de B.
amyloliquefaciens como promotores de crescimento.

Na legislacdo brasileira, produtos contendo
microrganismos promotores de crescimento vegetal se
enquadram como inoculantes agricolas (BRASIL, 2004).

Nesse sentido, este trabalho se prople a
demonstrar a efetividade de B. amyloliquefaciens
ICBB200, sob formulacdo liquida, pé e pastilha
efervescente, como inoculante para a cultura da alface, por
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meio da promocdo de crescimento, em cinco condi¢des
edafocliméaticas.

MATERIAL E METODOS
Agente bioloégico

Bactéria rizosférica B. amyloliquefaciens isolado
ICBB200, pertencente a bacterioteca da empresa ICB
BIOAGRITEC LTDA, sob trés formulagdes (liquido, pé e
pastilha efervescente), numa concentracdo de 1 x 10°
esporos mL™ ou esporos g, de acordo com a natureza da
formulacéo.

Ensaio em condi¢Ges de campo

Os ensaios foram conduzidos entre janeiro e
marco de 2013, em cinco areas experimentais, na cidade de
Porto Alegre, RS.

As dareas experimentais representam cinco
condicOes edaficas diferentes, como segue: area 1: Lat. 30°
11”7 16.83” S, Long. 51° 08’ 22.27” O (Associacdo de
PLANOSSOLOS HIDROMORFICOS, GLEISSOLOS
HAPLICOS e PLINTOSSOLOS ARGILUVICOS); area 2:
Lat. 30° 07,419 S, Long. 51° 02,674’ O (ARGISSOLO
VERMELHO AMARELO Distrofico); &rea 3: Lat. 30°
13.052° S, Long. 51° 04,582 O (Associacdo de
GLEISSOLOS  HAPLICOS e  PLANOSSOLOS
HIDROMORFICOS), area 4: Lat. 30° 08,589 S, Long.
51° 05,644’ O (Grupo indiferenciado de ARGISSOLOS
VERMELHOS e ARGISSOLOS VERMELHO-
AMARELOS) e éarea 5: Lat. 30° 14.840 °’S, Long. 51°
08,158’ (0] (Associacdo de NEOSSOLOS
QUARTZARENICOS e GLEISSOLOS).

Em cada uma das areas experimentais, mudas de
alface crespa, cultivar Vera, marca comercial SAKATA,
com tamanho medio de parte aérea de 5 cm, foram
transplantadas em canteiros (20 cm de altura e 120 cm de
largura) sem nenhum tipo de cobertura.

Logo apos o plantio, realizaram-se as aplicacfes
dos tratamentos discriminados na Tabela 1. A aplicacéo foi
realizada com um pulverizador costal manual, com volume
de calda ajustado para 250 mL de calda por m? com
pulverizagdo total da superficie do canteiro. Previamente e
apos a aplicacdo dos tratamentos efetuou-se a irrigacdo dos
mesmos. Como controle negativo (testemunha) foi
realizada a aplicacdo de agua esterilizada.

TABELA 1. Especificagdes dos tratamentos avaliados nas diferentes areas experimentais.

Dose utilizada

Nome comercial Agente bioldgico Formulacédo
: g olog! ulag (g ha™ ou mL hat)*
Testemunha - - -
Liquido 50
. . Bacillus amilolyquefaciens .
ICB Nutrisolo Bacillus cepa ICBB200 Po 50
Pastilha efervescente 50

*: g ha™ para produtos sélidos; mL ha™* para produtos liquidos.

Os tratos culturais empregados nos ensaios
seguiram as recomendagfes técnicas para a cultra da
alface. O manejo das plantas daninhas foi realizado com

capina manual a cada dez dias. Em nenhuma das areas
experimentais houve ocorréncia de insetos-praga e/ou
doengas, ndo sendo necessaria aplicacdo de agroquimicos.
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A adubacdo seguiu as recomendacles técnicas para a
cultura da alface (COMISSAO DE QUIMICA E
FERTILIDADE DO SOLO - RS/SC, 2004), sendo
realizada adubacdo de base para a correcdo dos niveis dos
macro e micronutrientes e adubacdo nitrogenada de
cobertura parcelada em duas aplicacbes. Né&o foi
necessario a correcdo do pH do solo em nenhuma das areas
experimentais. Todas as A&reas experimentais foram
irrigadas via aspersores conforme a necessidade para a
cultura.

O delineamento experimental utilizado foi o de
blocos ao acaso, com cinco blocos, contendo trés parcelas
cada. Cada parcela foi constituida de quatro linhas, com
1,5 m de comprimento e espacamento de 0,25 m, sendo
consideradas como parcela Gtil as duas linhas centrais,
desprezando-se 0,5 m de cada extremidade da parcela.

As avaliacfes da massa fresca e do diametro de
parte aérea foram realizadas 34 dias ap0s a instalacdo dos
experimentos, coletando-se seis plantas por parcela.

Ap6s a lavagem individual das plantas em agua
corrente e retirada do excesso de umidade com papel
absorvente, foram avaliados o peso fresco e o didmetro da
parte aérea, utilizando-se balanc¢a digital e régua graduada
em mm, respectivamente.

Andlises estatisticas
Os valores foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA). Para a identificacdo do efeito dos
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tratamentos sobre os pardmetros avaliados foi aplicado o
teste de separacdo de médias Duncan a 5% de
probabilidade, com auxilio do pacote estatistico SPSS 16.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O efeito promotor de crescimento vegetal por
isolados de B. amyloliquefaciens ja foi verificado nas
culturas de tomate, milho, alface e algoddo (EL
HUSSEINI et al, 2012; FAN et al, 2012;
ALMAGHRABI et al., 2013; TAN et al, 2013;
CHOWDHURY et al., 2013). Inclusive, ha produtos
inoculantes a base desses microrganismos registrados e
comercializados no mercado mundial (PEREZ-GARCIA,
2011; CHOWDHURY et al., 2013).

Neste trabalho, pardmetros como diametro de
parte aérea e massa fresca de plantas de alface foram
significativamente influenciados pelo uso de B.
amyloliquefaciens ICBB200, em todas as suas formulactes
e condi¢des edafoclimaticas testadas.

Nas areas 1, 4 e 5, 0o aumento no didmetro de
parte aérea foi verificado em plantas tratadas com B.
amyloliguefaciens ICBB200 disponilizada nas formulagdes
pastilha efervescente, liquido e po, ndo sendo verificadas
diferengas significativas entre as diferentes formulagoes,
somente entre plantas tratadas ou ndo com a rizobactéria
(Tabela 2).

TABELA 2. Diametro de parte aérea de plantas de alface submetidas ao tratamento com Bacillus amyloliquefaciens ICBB200
em cinco &reas experimentais, com respectivo efeito em percentual dos tratamentos sobre a testemunha.

Tratamentos Diametro (cm) de parte aérea/ (Porcentual de incremento)

Area 1 Area 2 Area 3 Area 4 Area 5
Testemunha 28,7137 a* 33,7+22a 347+25a 31,23+3,2a 324+2a
Bacillus amyloliquefaciens 33+22b 42,34+ 4,7 ¢ 39,1+23c 352+46b 37,7+£36b
liquido (14,75%) (25,54%) (12,6%) (12,57%) (16,48%)
Bacillus amyloliquefaciens pé 332+32b 39,1+56b 37,7+£29b 349+3,7b 38,7+2b

(15,4%) (16%) (8,43%) (11,54%) (19,35%)
Bacillus amyloliquefaciens 32,7£26Db 38,7+6,4Db 376+3,1b 345+38b 38,3+26D
pastilha efervescente (13,9%) (14,7%) (8,14%) (10,32%) (18,4%)

*Colunas seguidas de mesma letra, ndo diferiram entre si pelo teste de Duncan 5%.

Nas é&reas 2 e 3, os tratamentos com B.
amyloliquefaciens 1CBB200 indicaram efeito positivo
semelhante ao obtido nas demais &reas, com aumento
significativo no diametro de parte aérea. Entretanto, nessas
areas, foi verificado um comportamento diferencial da
formulacdo liquida do produto bioldgico, onde as plantas
tratadas apresentaram incremento significativamente
superior no diametro de parte aérea, em relacdo as outras
duas formulaces e a testemunha (Tabela 2).

Assim como no didmetro de parte aérea, todas as
formulacBes do produto proporcionaram aumento da
massa fresca de plantas de alface, independente da

condicdo edafoclimatica em que o ensaio foi conduzido
(Tabela 3).

Neste trabalho foi possivel observar que as
condi¢Bes edafoclimaticas avaliadas ndo interferiram na
interacdo entre os tratamentos e os pardmetros avaliados.
Esse comportamento também foi verificado por Schreiter
et al. (2014), os quais verificaram que a colonizacdo
rizosférica e a promocéo de crescimento por Pseudomonas
jessenii RU47 e Serratia plymuthica 3Re418 em alface,
ndo foram alteradas nas trés condi¢Bes edaficas distintas
testadas (dois tipos de solos aluviais e um sedimentar).

A promogdo de crescimento de plantas mediada
por rizobactérias é resultado basicamente da producdo de
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hormdnios vegetais e da fixacdo e solubilizacdo de
nutrientes muitas vezes indisponiveis no solo, como
nitrogénio, fosforo e ferro (PEREZ-GARCIA, 2011), mas
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para que tais processos ocorram € primordial que ocorra a
colonizagdo bacteriana das raizes (BUDIHARJO et al.,
2014).

TABELA 3. Massa fresca de parte aérea de plantas de alface submetidas ao tratamento com Bacillus amyloliquefaciens
ICBB200 em cinco areas experimentais, com respectivo efeito em percentual dos tratamentos sobre a testemunha.

Tratamentos Massa fresca (g) de parte aérea/ (Porcentual de incremento)
Area 1 Area 2 Area 3 Area 4 Area 5

Testemunha 220,3+454a* 3358+56,5a 3655+895a 225+795a 325,1+76,4a
Bacillus amyloliquefaciens 2786+573b 380,2+622b 4728+86,1lb 2914+549b 453,2+1059b
liquido (26,5%) (13,22%) (29,4%) (29,5%) (39,4%)
Bacillus amyloliquefaciens p6 260,0+595b 379,1+66,6b 4435+975b 288,7+596b 4299+955hb

(18,02%) (12,9%) (21,3%) (28,3%) (32,2%)
Bacillus amyloliquefaciens 2575+686b 3765+894b 4431+1143b 282,7+731b 4188+1144b
pastilha efervescente (16,9%) (12,10%) (21,25%) (25,6%) (28,81%)

*Colunas seguidas de mesma letra, ndo diferiram entre si pelo teste de Duncan 5%.

Nesse sentido, os exsudatos radiculares parecem
atuar como moléculas sinalizadoras importantes no
processo de reconhecimento e estabelecimento da
interacdo benéfica entre a rizobactéria e a planta
hospedeira (PII et al., 2015).

Neumann et al. (2014) concluiram que a
composicao dos exsudatos radiculares de alface cultivadas
sob diferentes condicbes edaficas se mantém
qualitativamente a mesma, com altera¢Bes principalmente
em nivel de concentracdo dos compostos presentes, tais
como 0s acglUcares de baixo peso molecular, glicose,
frutose, maltose, sacarose e trealose.

O fato de que o perfil dos exsudatos radiculares
nos diferentes tipos de solo varia mais em concentracdo de
compostos do que diferem quanto & diversidade, indica
gue os exsudatos que servem como sinais para as bactérias
rizosféricas encontram-se presentes em diferentes
condicbes (NEUMANN et al., 2014; SCHREITER et al.,
2014). Isso é corroborado pelos nossos resultados de
campo, onde verificou-se a uniformidade no aumento de
biomassa das plantas de alface tratadas com B.
amyloliquefaciens ICBB200, nos cinco diferentes tipos de
solo, indicando que a bactéria conseguiu reconhecer e se
estabelecer na rizosfera.

Um incremento de 16,9%, 18,0% e 26,5% na
massa fresca foi obtido quando aplicado B.
amyloliquefaciens ICBB200 nas formulagbes pastilha
efervescente, pé e liquida, respectivamente, com um
aumento significativo (p<0,05), na area 1 (Tabela 3). J& na
area 2, 0 aumento corresponde a 13,2%, 12,9% e 12,1%
com as formulagOes liquida, po e pastilha efervescente,
respectivamente.

Na éarea 3, incrementos de 29,4%, 21,3% e 21,2%
foram verificados quando as plantas foram tratadas com a
bactéria nas formulagbes liquida, pdé e pastilha
efervescente, respectivamente. Na area 4, as taxas de
aumento na massa fresca de parte aérea correspondem a
29,5%, 28,3% e 25,6%, quando as plantas foram tratadas

com as formulagGes liquida, pé e pastilha efervescente de
B. amyloliquefaciens ICBB200.

Na area 5 observou-se 0 maior incremento nas
plantas de alface, com massa fresca 39,4%, superior a
testemunha, fazendo-se uso da formulagdo liquida de B.
amyloliquefaciens 1CBB200, seguido de 32,2% com a
formulagdo p6 e 29,4%, com a formulagdo pastilha
efervescente.

O efeito benéfico similar entre as diferentes
formulagbes da bactéria B. amyloliquefaciens ICBB200
sobre o crescimento das plantas de alface indicam que as
tecnologias utilizadas no desenvolvimento do produto
foram adequadas para disponibilizar as bactérias em
quantidade e viabilidade adequada para o estabelecimento
da interacdo benéfica com a planta (DE BELLIS;
ERCOLANI, 2001; BARRET et al., 2011; GHIRARDI et
al., 2012).

A formulacéo de produtos inoculantes € um dos
pontos cruciais no desenvolvimento de novas tecnologias.
Em parte, este pode ser um dos fatores que expliquem a
baixa relacdo entre a descoberta de cepas microbianas
promissoras para a agricultura e a disponibilizacdo de
novos produtos biolégicos no mercado, ou seja, talvez em
alguns casos, por conta de formulagdes ndo otimizadas,
cepas promissoras acabam por serem descartadas
(BASHAN et al., 2014).

Os incrementos percentuais na massa fresca de
parte aérea variaram entre 12,1% a 39,4%, nas cinco
diferentes areas, o que indica que o microrganismo pode
interagir diferencialmente com a planta, sob diferentes
condicBes de clima e solo. Entretanto, cabe ressaltar, que
independente das taxas de aumento no parametro, o uso do
produto sempre mostrou dados significativamente maiores
do que os obtidos na testemunha.

A promocdo de crescimento vegetal elicitada por
bactérias decorre principalmente da capacidade das
mesmas de produzirem hormdnios vegetais e de
facilitarem a entrada de nutrientes, via fixacdo de
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nitrogénio atmosférico, solubilizagcdo de fosforo e sintese
de sideréforos (ADESEMOYE et al., 2009; BENEDUZI et
al., 2012; PAZ et al., 2012).

O efeito direto de Bacillus sobre o crescimento
vegetal envolve a moducdo do desenvolvimento através da
producédo de fitohormdnios (TSAVKELOVA et al., 2006;
PAZ et al., 2012). Assim, vérias espécies de Bacillus,
incluindo B. amyloliquefaciens, produtoras de &cido indol
acético, giberelinas, citocininas e acido jasmonico sdo
capazes de estimular diretamente o crescimento vegetal
(PEREZ-GARCIA, 2011).

A promocéo de crescimento mediada por Bacillus
também incluem processos indiretos, como o aumento da
disponibilidade de nutrientes. Para citar, a fixagdo no solo
de nutrientes essenciais como o fosforo e o ferro em sua
forma indisponivel, torna os fatores limitantes ao
crescimento vegetal.

No solo, o fosforo organico é estocado
principalmente como hexafosfato mio-inositol ou fitato,
ambas formas indisponiveis para as plantas, entretanto
diversas cepas de Bacillus sdo capazes de produzir
enzimas como as fitases que catalisam a hidrélise de fitato
a seus derivados de mio-inositol menos forsforilados e
fosfato inorganico (JORQUEIRA et al., 2008). Além do
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efeito direto sobre a disponibilizagdo de fosforo as plantas,
as fitases podem eliminar os fitatos que atuam como
guelantes de minerais importantes como Zn*, Fe** e Ca**
(PEREZ-GARCIA, 2011). Outra forma de
disponibilizacdo de fosforo para as plantas mediada por
Bacillus sp. é via acidificdo do meio circundante, levando
a consequente solubilizacdo do fosfato (ANZUAY et al.,
2015).

Estes mecanismos de acdo devem estar
envolvidos na agdo promotora de crescimento das plantas
pelo agente bioldgico testado, o que culmina em um maior
acimulo de carboidratos. Isto pode explicar a maior
influéncia verificada dos tratamentos no pardmetro massa
fresca, com indices de incremento relativo superiores aos
obtidos com o parametro diametro de parte aérea.

Fazendo-se uma avaliagio  geral  dos
experimentos, independente da area avaliada, constata-se
que os tratamentos aumentaram significativamente os
pardmetros associados & promogao de crescimento vegetal,
com incrementos de 25,3%, 21,0% e 18,7%, na massa
fresca de parte aérea e de 12,5%, 13,8% e 15,7% no
didmetro de parte aerea, com o uso de B.
amyloliquefaciens ICBB200 na formulacéo liquida, pé ou
pastilha efervescente, respectivamente (Tabela 4).

TABELA 4. Diametro (cm) e massa fresca (g) de parte aérea de plantas de alface obtidas a partir da analise conjunta dos dados
das cinco areas experimentais, com respectivo efeito em percentual dos tratamentos com Bacillus amyloliquefaciens ICBB200

sobre a testemunha.

Tratamentos Diametro de parte Incremento (%) Massa fresca de Incremento (%)
aérea (cm) parte aérea (g)
Testemunha 32,4 a* - 3019a -
B,ac!llus amyloliguefaciens 375b 15,70 378.0b 2522
liquido
Bacillus amyloliquefaciens p6 36,8b 13,73 365,1b 20,95
Bacillus amyloliquefaciens 36.4b 12.47 3583 b 18,68

pastilha efervescente

*Colunas seguidas de mesma letra, ndo diferiram entre si pelo teste de Duncan 5%.

CONCLUSOES

Com os resultados obtidos conclui-se que Bacillus
amyloliquefaciens ICBB200, em qualquer das formulagdes
testadas, apresenta resultados positivos sobre o
crescimento das plantas de alface, podendo ser enquadrado
pela legislacdo brasileira como inoculante.
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