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Resumo

O objetivo deste trabalho foi determinar a capacidade de isolados de bactérias endofiticas em
promover o crescimento de plantas de pimenta-do-reino. As bactérias endofiticas foram
inoculadas em mudas de pimenta-do-reino por imersdo em suspensdo bacteriana na
concentragdo de 108 UFC mL™ por 5 minutos. Plantas do tratamento controle foram imersas
em &gua destilada estéril. Em seguida, as mudas foram plantadas em vasos contendo fibra de
coco esteril. Para avaliar a promogéo de crescimento das plantas foram medidas a altura, o
didametro do caule e a massa seca. Os isolados C5.11, C6.2, T2.2 e C1.4 promoveram
crescimento de plantas de pimenta-do-reino, com aumento na altura de 26,82, 27,37, 35,55 e
37,99%, respectivamente, na massa seca, aumento em valores de 10,13, 3,92, 6,25 e 10,17%,
respectivamente, e em relacdo ao crescimento em diametro do caule, o isolado C5.11
promoveu aumento de 33,66% na taxa de crescimento em relacdo ao tratamento controle. No
presente estudo, os isolados C6.2, T2.2, C5.11 e C1.4 promoveram crescimento de plantas de
pimenta-do-reino, com o aumento na altura e massa seca das plantas em comparagdo ao
tratamento controle.

Palavras-chave: Piper nigrum; Crescimento da planta; Altura; Diametro do caule; Massa

Seca.

Abstract

This work aimed to determine the capacity of endophytic bacteria isolates to promote the
growth of black pepper plants. The endophytic bacteria were inoculated in black pepper
seedlings by immersion in bacterial suspension in the concentration of 108 CFU mL™ for five
minutes. The plants of the control treatment were immersed in sterile distilled water.
Subsequently, the seedlings were planted in pots containing sterile coconut fiber. Plant height,
stem diameter, and dry mass were measured to evaluate the promotion of plant growth.
Isolates C5.11, C6.2, T2.2, and C1.4 promoted the growth of black pepper plants with an
increase in height and dry matter of 26.82, 27.37, 35.55, and 37.99% and 10.13, 3.92, 6.25,
and 10.17%, respectively. Isolate C5.11 promoted an increase of 33.66% in the growth rate of
stem diameter compared to the control treatment. Isolates C6.2, T2.2, C5.11, and C1.4
promoted the growth of black pepper plants in this study, with an increase in plant height and
dry mass compared to the control treatment.

Keywords: Piper nigrum; Plant growth; Height; Stem diameter; Dry mass.
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Resumen

El objetivo de este trabajo fue determinar la capacidade de los aislados de bacterias
endofiticas en promover el crecimiento de plantas de pimienta negra. Las bacterias endofiticas
fueron inoculadas en plantulas de pimienta negra por inmersion en suspension bacteriana em
la concentracion de 102 UFC mL™* durante 5 minutos. Las plantas del tratamiento control
fueron inmersas en agua destilada estéril. Luego, las plantulas fueron plantadas en jarrones
que contienen fibra de coco estéril. Para evaluar la promocion de crecimiento de las plantas se
medieron la altura, el diametro del tallo y la masa seca. Los aislados C5.11, C6.2, T2.2y C1.4
promovieron el crecimiento de plantas de pimienta negra, con un aumento en la altura de
26,82, 27,37, 35,55 y 37,99%, respectivamente, en la masa seca, un aumento en valores de
10,13, 3,92, 6,25 y 10,17%, respectivamente, y en relacion al crecimiento en diametro del
tallo, el aislado C5.11 promovid un aumento de 33,66% en la tasa de crecimiento con relacion
al tratamiento control. En el presente estudio, los aislados C6.2, T2.2, C5.11 y C14
promovieron el crecimiento de plantas de pimienta negra, con un aumento en la altura y masa
seca de las plantas en comparacion con el tratamiento control.

Palabras clave: Piper nigrum; Crecimiento de la planta; Altura; Diametro del tallo; Masa

Seca.

1. Introducéo

Originaria de regides tropicais da India, a pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) foi
introduzida no Brasil pelos portugueses durante o século XVII com entrada pelo estado da
Bahia (Duarte et al., 2005). Amplamente distribuida, possui cerca de 350 espécies no Brasil
ocupando expressivamente territdrios como o Para, Espirito Santo e Bahia. No estado do Para,
destaca-se 0 municipio de Tomé-Acu, ocupado por imigrantes japoneses na década de 30 que
cultivavam esta especiaria de maneira a expandi-la gradualmente (Jaramillo & Manos, 2001,
Ruschel, 2004; DESER, 2008). A pipericultura no estado do Pard possui uma grande
relevancia no cenario nacional, com uma producdo de 22.735 toneladas, seguida do Espirito
Santo com 21.502 toneladas e Bahia com a safra de 1.775 toneladas, garantindo desta forma
um lugar de destaque ao Brasil em relacéo a esta especiaria (IBGE, 2017).

A propagacdo de mudas de pimenta-do-reino é realizada de forma sexuada por
sementes ou assexuada por estaquia. Para plantios comerciais, a propagacdo por estacas é
recomendada e tradicionalmente utilizada, porque possibilita a formag&o de pimenteiras-do-

reino de boa conformacdo e producdo precoce, uniforme e alta (Veloso & Albuquerque,
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1989). No entanto, o enraizamento de certas estacas € dificil sem o auxilio de horménios
exogenos (Aziz et al., 2015). Diante disso, a introducéo de promotores de crescimento vegetal
tem representado uma alternativa para a otimizacdo do enraizamento de estacas na
propagacao vegetativa (Erturk et al., 2010; Aziz et al., 2015; Muthukumar & Prabhu, 2019;
Isci et al., 2019).

Durante seu desenvolvimento em condigOes naturais, as plantas interagem
continuamente com microrganismos. Bactérias endofiticas colonizam os tecidos, sem causar
dano ao hospedeiro e vém sendo cada vez mais utilizadas no biocontrole de doencas
(Nascimento et al., 2015; Toh et al., 2016; Wiratno et al., 2019; Ngo et al., 2020) e na
promogéo de crescimento de plantas (Reinhold-Hurek & Hurek, 2011; Jasim et al., 2013;
Abdallah et al., 2016; Dan Gusmaini, 2018; Pereira et al., 2019; Ngo et al., 2020). A prote¢édo
da planta contra patogenos pode ser conferida por inducdo de mecanismos de defesa das
plantas, antagonismo ou por meio de competi¢cdo por colonizagdo e nutrientes (Reinhold-
Hurek & Hurek, 2011). Enquanto a promogao do crescimento pode ser resultado da produgéo
bacteriana de horménios vegetais, solubilizacdo de nutrientes do solo ou indiretamente pelo
controle de patdgenos (Cattelan, 1999; Reinhold-Hurek & Hurek, 2011).

Os microrganismos endofiticos podem produzir toxinas, antibidticos e outros
farmacos, fatores de crescimento e muitos outros produtos de potencial interesse
biotecnoldgico, além de exercerem outras fungbes de importancia para o hospedeiro, tais
como a maior resisténcia as condicOes de estresse, a alteracdo de propriedades fisioldgicas e a
producéo de fito-hormonios (Azevedo, 1998).

Em plantas de pimenta-do-reino, diferentes microrganismos tém demonstrado
potencial como promotores de crescimento vegetal, tais como: as bactérias da rizosfera
Streptomyces spp. (Suseela Bhai et al., 2016), o fungo micoparasita de controle bioldgico
Trichoderma harzianum (Anith et al., 2011), e o fungo endofitico Piriformospora indica
(Anith et al., 2011; Anith et al., 2018).

Com a perspectiva de disponibilizar ativos biolégicos capazes de serem utilizados na
cultura, o presente trabalho teve como objetivo determinar a capacidade dos isolados de

bactérias endofiticas em promover o crescimento de plantas de pimenta-do-reino.

2. Metodologia

O ensaio foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia e em casa-de-vegetacdo da
Embrapa Amazobnia Oriental, Belém, Para, Brasil, no periodo de junho de 2017 a abril de
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2018, por meio de método quantitativo da pesquisa cientifica (Pereira et al., 2018).

2.1 Material vegetal

Foram utilizadas mudas da cultivar Singapura com aproximadamente quatro meses de
idade, obtidas através de estaquia e provenientes do Viveiro ProMudas, Castanhal, Par3,

Brasil

2.2 Isolamento de bactérias endofiticas de raizes de pimenteira-do-reino

Amostras de raizes de pimenteira-do-reino aparentemente sadias foram coletadas nos
municipios de Castanhal, Igarapé-Acu e Tomé-Acu, Pard, Brasil. As amostras foram
acondicionadas em sacos plasticos identificados e transportadas para o Laboratério de
Fitopatologia, onde foram lavadas em agua corrente para a remocao do solo. Seguindo a
metodologia de isolamento adaptada de Mariano et al. (1997), foi realizada a desinfestacéo
das amostras com alcool 70% por 30 segundos, hipoclorito de s6dio 1% por 3 minutos e duas
lavagens com agua destilada estéril. As raizes foram transferidas para frascos contendo agua
destilada estéril e levadas a banho de ultrassom por 10 minutos, seguido de duas lavagens
com &gua destilada estéril. Em seguida, as amostras foram transferidas para novos frascos e
repetiu-se o procedimento de banho de ultrassom e duas lavagens com agua destilada estéril.
O material foi triturado utilizando-se almofariz e pistilo estéreis contendo solucdo tampéo
fosfato-potéssio (PB) 0,02 M pH 7,0 estéril e o triturado submetido a novo banho de
ultrassom por 10 minutos. Foi realizada a diluicdo em série do triturado em solucéo PB estéril
com fator de diluicdo 1:10, e aliquotas de 100 pL das diluigdes 107, 102 e 10 foram
transferidas para placas de Petri contendo meio de cultura Nutriente Agar (NA) e espalhadas
com alga de Drigalski. As placas foram incubadas a 28 °C por 48 horas em camara de
crescimento. A confirmagdo da natureza endofitica foi realizada pela transferéncia de uma
aliquota de 100 pL da segunda agua de lavagem apds cada banho de ultrassom para placas de
Petri contendo meio NA e mantidas nas mesmas condi¢des que as demais placas. Como néo
houve crescimento bacteriano em 48 horas, os isolados foram considerados endofiticos. Os
isolados de bactérias endofiticas obtidos foram preservados em agua destilada estéril e em
papel de filtro desidratado no Laboratoério de Fitopatologia. Para uso experimental, os isolados
foram repicados pelo método de estrias paralelas para placas de Petri contendo meio de
cultura 523 (Kado & Heskett, 1970) e incubados a 28 °C por 48 horas.
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2.3 Efeito de bactérias endofiticas na promogdo de crescimento de mudas de pimenta-

do-reino

Para a inoculacéo das bactérias endofiticas, mudas de pimenta-do-reino foram lavadas
em agua limpa corrente e suas raizes podadas a metade do comprimento com tesoura e
inoculadas separadamente por imersdo em suspensdo bacteriana dos isolados obtidos na
concentracgdo de 102 UFC mL™ por 5 minutos em temperatura ambiente (Mariano & Souza,
2016). Plantas do tratamento controle foram imersas em &gua destilada estéril. Em seguida, as
mudas foram plantadas em vasos de 3 kg de capacidade, contendo fibra de coco estéril.
Durante a conducdo do ensaio, as plantas foram irrigadas quinzenalmente com 100 mL de
solugdo nutritiva do meio MS (Murashige & Skoog, 1962). Para avaliar a promocéo de
crescimento das plantas foram medidos: a altura das plantas do ponto de inser¢do das folhas
cotiledonares até o apice, o diametro do caule e a massa seca das plantas. Foram realizadas
seis avaliagdes quinzenais da altura e do diametro com auxilio de um paquimetro digital. Para
a massa seca, na Ultima avaliacdo, as plantas foram coletadas, identificadas, levadas para o
Laboratdrio de Fitopatologia, onde foi realizada a lavagem das raizes em &gua corrente. O
material foi seco em estufa de circulacéo de ar forcado a 40 °C até atingir o peso constante. O
delineamento experimental foi o de blocos casualizados com trés repeti¢cbes, sendo 0s
tratamentos constituidos pelo tratamento controle (dgua) e 164 isolados de bactérias
endofiticas. As taxas de crescimento de cada repeticdo, considerando os parametros altura e
diametro do caule das plantas, foram calculadas pelos coeficientes angulares de regressao
linear de cada tratamento. Foi realizada a analise multivariada dos dados, utilizando Minitab
Statistical Software. As variaveis de crescimento avaliadas foram correlacionadas utilizando-

se a andlise de correlacdo de Pearson.

3. Resultados e Discussao

3.1 Bactérias endofiticas de Piper nigrum

Foram isoladas 164 bactérias endofiticas das raizes de plantas de pimenta-do-reino,
sendo 64 isolados provenientes de sete amostras coletadas no municipio de Castanhal (C), 44
isolados de cinco amostras de lgarapé-Acu (1) e 56 isolados de seis amostras de Tomé-Acu
(M.

O estudo sobre o isolamento e a comunidade de bactérias endofiticas de diferentes
amostras de raizes de pimenteira-do-reino ja foi relatado na literatura. Aravind et al. (2009)
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isolaram 49 bactérias endofiticas de cinco variedades e diferentes regides geogréficas da
india. Toh et al. (2016) isolaram 129 enddfitos de pimenteiras-do-reino de diferentes fazendas
da Malasia. E Ngo et al. (2020) obtiveram 352 isolados de 90 amostras de plantas de pimenta-

do-reino coletadas em 30 fazendas localizadas no Vietna.

3.2 Efeito de bactérias endofiticas na promoc¢ao de crescimento de mudas de pimenta-

do-reino

O efeito na promocdo de crescimento de mudas de pimenta-do-reino por 164 isolados
de bactérias endofiticas foi avaliado pela medi¢do da altura, didmetro do caule e massa seca.
Na andlise de agrupamento pelo método de ligagdo média, com base na dissimilaridade
expressa pela distancia Euclidiana, houve a formacéo de trés grupos (Quadro 1, Figura 1). O
grupo 1, formado pelo tratamento controle e 158 isolados de bactérias endofiticas, apresentou
os valores intermediarios, para parametros associados ao crescimento de plantas, o grupo 2,
formado pelos isolados C1.4, C5.11, C6.2 e T2.2, apresentou 0s maiores valores para o
conjunto de parametros e o grupo 3 formado pelos isolados 14.7 e T1.12 apresentou 0s

menores valores para as variaveis de crescimento avaliadas, na analise multivariada.

Quadro 1. Grupos de tratamentos estabelecidos pelo método de ligacdo média, com base na

distancia Euclidiana.

Grupo Tratamentos (isolados endofiticos de Piper nigrum)

1 Controle, C1.10, C1.11, C1.2, C1.3, C15, Cl16, Cl1.7, C1.8, CL.9,
C2.1, C2.2, C2.3, C2.4, C2.5, C3.1, C3.2, C3.3, C3.4, C3.5, C3.6,
C3.7,C4.1,C4.2,C4.3,C4.4,C45, C5.1, C5.10, C5.12, C5.13, C5.14,
C5.15, C5.2, C5.3, C5.4, C5.5, C5.6, C5.7, C5.8, C5.9, C6.1, C6.10,
C6.11, C6.3, C6.4, C6.5, C6.6, C6.7, C6.8, C6.9, C7.1, C7.10, C7.11,
C7.2,C7.3, C74, C7.5, C7.6, C7.7, C7.8, C7.9, 11.1, 11.2, 11.3, I1.5,
11.6, 11.7, 11.8, 13.1, 13.10, 13.11, 13.12, 13.13, 13.14, 13.15, 13.16, 13.2,
13.3, 13.4, 13.5, 13.6, 13.7, 13.8, 13.9, 14.1, 14.2, 14.3, 14.4, 14.5, 14.6,
14.8, 15.1, 15.2, 15.3, 15.4, 15.5, 15.6, 16.1, 16.2, 16.3, 16.4, 16.5, 16.6,
16.7, T1.1, T1.10, T1.11, T1.13, T1.2, T1.3, T1.4, T15, T1l.6, T1.7,
T1.8,T1.9,T2.1,T2.10,T2.3,T2.4, T25,T2.6, T2.7,T2.8, T2.9, T3.1,
T3.2, T3.3, T4.1, T4.10, T4.11, T4.12, T4.13, T4.14, T4.15, T4.16,
T4.2, T4.3, T4.4, TA5, T4.6, T4.7, T4.8, T4.9, T5.2, T5.3, T5.4, T6.1,
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T6.10, T6.11, T6.2, T6.3, T6.4, T6.5, T6.6, T6.7, T6.8, T6.9
2 Cl4,C5.11,C6.2,T2.2
3 147, T1.12

Grupo 1: Bactérias neutras. Nao demonstraram capacidade em influenciar no desenvolvimento das
plantas, Grupo 2: Bactérias promotoras de crescimento. Demonstraram capacidade incrementar o
desenvolvimento das plantas, Grupo 3: Bactérias deletérias. Isolados que reduziram o
desenvolvimento das plantas. Fonte: Autores.

No Quadro 1 é possivel verificar a influéncia dos 164 isolados de bactérias
endofiticas no crescimento de plantas de pimenta-do-reino a partir da formacéo de trés grupos
distintos. Assim, o grupo 1 foi formado pelos isolados que nédo influenciaram no crescimento
das plantas. No grupo 2 encontram-se os isolados que promoveram o crescimento vegetal das
mudas. Enquanto que o grupo 3 foi representado pelos isolados que reduziram o crescimento

das plantas de pimenta-do-reino.

Figura 1. Dendograma da similaridade entre 165 tratamentos (Quadro 1) obtido pelo método
de ligacdo media, com base na distancia Euclidiana, demonstrando o efeito de bactérias
endofiticas de Piper nigrum no crescimento de plantas de pimenta-do-reino, considerando os

parametros: altura, diametro do caule e massa seca.

50,61
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8354
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Fonte: Autores.
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O agrupamento dos isolados de bactérias endofiticas de acordo com a similaridade em
promover o crescimento das plantas de pimenta-do-reino nos parametros avaliados é
demonstrado na Figura 1. O grupo 1 apresenta os isolados com similaridade entre si de até
71,97%, o grupo 2 os isolados com similaridade entre si de até 95,92% e o grupos 3 apresenta
os isolados com similaridade de 90,70% na promocao de crescimento vegetal.

Dos 164 isolados de bactérias endofiticas avaliados, 158 isolados néo tiveram efeito
no crescimento das plantas de pimenta-do-reino, dois isolados, 14.7 e T1.12, apresentaram
indicativo de promover efeito deletério as plantas e quatro isolados, C1.4, C5.11, C6.2,
provenientes do municipio de Castanhal e T2.2, proveniente do municipio de Tomé-Acu,
promoveram 0 crescimento das plantas de pimenta-do-reino. Avaliando as diferencas
percentuais entre as taxas medias de crescimento para altura em relagdo ao tratamento
controle, os isolados C5.11, C6.2, T2.2 e C1.4 promoveram incremento de crescimento de
26,82, 27,37, 35,55 e 37,99%, respectivamente. Para a massa seca, 0s isolados C6.2, T2.2,
C5.11 e C1.4 promoveram aumento em valores de 3,92, 6,25, 10,13 e 10,17%,
respectivamente, em relacdo ao tratamento controle. No entanto, em relagdo ao diametro do
caule, apenas o isolado C5.11 promoveu aumento da taxa de crescimento (33,66%) em
comparacdo ao tratamento controle.

Dan Gusmaini (2018) verificou que a bactéria endofitica Rjc1l de gengibre-vemelho
(Zingiber officinale var. rubrum) aumentou significativamente a altura de mudas de
pimenteira-do-reino. Ja as espécies endofiticas Klebsiella sp. (PnB 10) e Enterobacter sp.
(PnB 11) de pimenta-do-reino promoveram o crescimento vegetal de plantas de feijao-mungo
(Vigna radiata L.) quando comparados as plantas do controle, através da avaliacdo do
comprimento da parte aérea e da raiz das plantas (Jasim et al., 2013).

Resultados inferiores aos encontrados neste estudo foram demonstrados por Ngo et al.
(2020), em que as bactérias endofiticas Bacillus velezensis EB.KN12, B. methylotrophycus
EB.KN13 e B. siamensis EB.CP36 de P. nigrum promoveram o crescimento de mudas de
pimenta-do-reino, com aumento na altura das plantas de 20,89, 23,91 e 26,49%,
respectivamente, em relacdo ao tratamento controle. Enquanto, Aravind et al. (2009) nédo
encontraram diferenca significativa entre as plantas tratadas com misturas de isolados de
bactérias endofiticas de pimenta-do-reino e o tratamento controle em relagdo a altura de
pimenteiras-do-reino. Pereira et al. (2019) avaliaram o efeito de Pseudomonas sp. (Pt13) de
pimenta-longa (P. tuberculatum Jacq.) na promogéo do crescimento de pimenteiras-do-reino.
As plantas inoculadas por imersdo das raizes na suspensdo bacteriana mais inoculacdes

adicionais atraves da irrigacdo do solo a cada 10 dias, também n&o diferiram das plantas do
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controle na avaliagdo do didmetro e altura das plantas. Porém, as plantas tratadas com o
isolado Pt13, apresentaram aumento significativo da massa seca em compara¢do com as
plantas do controle.

No presente estudo, houve correlagdo significativa moderada a forte entre altura e peso
(0,62526) e fraca entre didametro e peso (0,19812) enquanto que entre altura e didmetro ndo
houve correlacdo (0,07600) pelo coeficiente de Pearson. Este resultado pode ser verificado
também na analise de agrupamento, onde podemos observar uma correlacdo forte entre as
varidveis altura e massa seca, com 80,50% de similaridade, e uma baixa correlacdo entre o

didmetro e o grupo da altura e didmetro com 54,70% de similaridade (Figura 2).

Figura 2. Dendograma da similaridade entre as variaveis: altura, massa seca e diametro do
caule obtido pelo método de ligacdo completa, com base na distancia do coeficiente de

correlagéo.

54,70

69,80

Similaridade

100,00
Altura Massa seca Diametro

Variaveis
Fonte: Autores.

A similaridade entre os parametros avaliados é demonstrada na Figura 2, em que €é
possivel verificar de forma clara que altura e massa seca foram fortemente similares, enquanto
que altura e diametro apresentaram média similaridade na avaliagdo da promoc¢édo de

crescimento de mudas de pimenta-do-reino.
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Assim, para selecionar promotores de crescimento em pimenteira-do-reino, a medicéo
da altura pode ser suficiente. Este resultado indica que o aumento de massa seca se deve
primordialmente a maior altura da planta, uma vez que os parametros de massa seca e altura
estdo fortemente relacionados, ndo havendo assim necessidade de destruir a amostra, o que
permite acompanhar a taxa de crescimento das plantas ao longo do tempo. Este fato € uma
vantagem, pois um tempo maior para as bactérias endofiticas evidenciarem melhor sua
capacidade em promover o crescimento das plantas pode ser necessario. Estes indicativos
apontam para a necessidade em explorar melhor cada isolado, fazendo com que possam
desempenhar mais efetivamente seu potencial na promoc¢édo do crescimento. Também hé de se
considerar a utilizacdo da combinacdo de isolados endofiticos que possam conferir efeito
sinérgico, aumentando a resposta da planta as propriedades benéficas conferidas por eles.

Varios mecanismos podem estar relacionados com a promocao de crescimento vegetal
através da associacdo de bactérias endofiticas, que podem ocorrer tanto de forma direta
quanto indireta. Os mecanismos de promoc¢do direta incluem a facilitacdo em adquirir
recursos do meio ambiente e o fornecimento ou regulacdo de horménios vegetais.
Indiretamente, a promocao de crescimento vegetal pode ocorrer através da producdo de
antibioticos, enzimas degradantes da parede celular, reducdo dos niveis de etileno da planta,
resisténcia sisttmica induzida, diminuicdo da quantidade de ferro disponivel para os
patdgenos e a sintese de compostos volateis inibidores de patdgenos (Glick, 2015; Santoyo et
al., 2016).

4. Considerac0es Finais

No presente estudo, os isolados C6.2, T2.2, C5.11 e C1.4 de bactérias endofiticas
promoveram o crescimento de plantas de pimenta-do-reino, com o aumento na altura e massa
seca das plantas em comparacdo ao tratamento controle. Os pardmetros altura e massa seca
foram fortemente correlacionados, sendo apenas a altura parametro suficiente para representar
o0 crescimento de plantas de pimenta-do-reino.

Estudos futuros sdo necessarios com o objetivo de identificar as espécies dos isolados,
C6.2, T2.2, C5.11 e C1.4, responsaveis pela promocao de crescimento vegetal observada, bem
como de determinar os mecanismos envolvidos no crescimento de mudas de pimenta-do-reino

com a associagdo destas bactérias endofiticas de P. nigrum.
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