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BERNARDES, Fernanda de Sousa. Rizobactérias na Inducdo de Resisténcia
Sistémica em Cultivos Hidroponicos. 2006. 58f. Dissertagdo (Mestrado em
Agricultura Tropical e Subtropical) — P6s-Graduagao - IAC.

RESUMO

Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs) sdo assim denominadas
por sua capacidade em aumentar o desenvolvimento vegetal por diversos modos de
acdo. O cultivo hidropdnico é uma importante técnica agricola que permite incrementos
na produtividade e qualidade dos produtos, mas sdao propicias ao desenvolvimento de
doengas fungicas e bacterianas. O controle de patogenos exercido por RPCPs ¢ uma
alternativa viavel e econdmica na preven¢do de doencas nesses ambientes. A ativagdo
de respostas de defesa na planta, processo conhecido como resisténcia sistémica
induzida (RSI) pode ser uma das formas de controle da doenga pelas rizobactérias. Os
objetivos deste trabalho foram: avaliar se isolados pertencentes ao grupo fluorescente do
género Pseudomonas inoculados em sementes de alface (Lactuca sativa cv. Verodnica)
apresentam carater antagénico a Pythium aphanidermatum in vitro; observar se a
aplicacdo prévia dos isolados selecionados in vitro reduz a severidade dos sintomas
provocados por P. aphanidermatum em pepino (Cucumis sativus cv. Hokushin)
cultivado em sistema hidropdnico e detectar a produ¢cdo de compostos antagénicos € ou
promotores de crescimento pelas rizobactérias usadas no estudo. Foram realizados em
delineamento inteiramente casualizado um experimento em laboratério (in vitro) com
cinco repeticdes e dois em casa de vegetacdo (in vivo) com quatro repeticdes. O
experimento in vitro consistiu na inoculagdo dos isolados em sementes pré-germinadas
de alface, distribuidas sobre agar-agua, contendo no centro das placas de Petri o indculo
de P. aphanidermatum. No quinto dia apds a inoculagdo, determinou-se o comprimento
do hipocotilo, raiz e o numero de plantulas vivas. No experimento in vivo utilizaram-se
plantulas de pepino desenvolvidas em sistema hidropdnico. Pela aplicagdo da técnica de
raizes subdividas, parte do sistema radicular recebeu a suspensdo bacteriana e a outra o
inoculo de P. aphanidermatum. A ocorréncia e a severidade dos sintomas da doenga
foram quantificadas pela determinacdo da matéria seca da parte aérea e raizes,
comprimento radicular, largura do sistema radicular, comprimento da lesdo provocada
pelo patdogeno nas raizes, padroniza¢do de uma escala de notas de acordo com o
escurecimento radicular e porcentagem de escurecimento nas raizes. Dos 60 isolados

testados no experimento in vitro, 37% promoveram maior crescimento radicular e 39%,
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maior desenvolvimento do hipocotilo na auséncia do patdégeno, sendo que, desses, oito €
dezenove, respectivamente, foram benéficos tanto na auséncia como na presenca do
patdgeno, para o crescimento da raiz e hipocétilo. Os isolados Ps 21A, Ps 140B e Ps
140C proporcionaram maior desenvolvimento radicular e do hipocoétilo nos tratamentos
sem e com P. aphanidermatum. No experimento in vivo o comprimento e a largura do
sistema radicular ndo foram varidveis adequadas para se avaliar o efeito do patdgeno
sobre as plantas. Os isolados Ps 140B e Ps 140C ndo apresentaram diferengas quanto a
massa da matéria seca quando expostas ou ndo ao inéculo de P. aphanidermatum,
demonstrando uma possivel expressao da RSI. Nao houve qualquer correspondéncia
entre os compostos produzidos pelas rizobactérias e a promocgao de crescimento vegetal

e bioprotecdo entre os experimentos.

Palavras-chave: Pseudomonas spp., Pythium aphanidermatum, controle biologico.
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BERNARDES, Fernanda de Sousa. Rhizobacteria in the Induction of Resistance
Sistemic in hidroponic crops. 2006. 58f. Dissertacio (Mestrado em Agricultura
Tropical e Subtropical) — P6s-Graduacao - IAC.

ABSTRACT

Plant growth-promoting rhizobacteria (PGPRs) have ability to increasing the vegetable
development by several modes of action. The hidroponic cultivation is an important
agricultural technique that allows increments in the productivity and quality of the
products. However, those areas are favorable to the development of diseases. The
pathogen control exerted by PGPRs is a viable and economic alternative in the disease
prevention. The activation of defense responses in the plant, process known as induced
resistance systemic (IRS), can be a way for disease control by rhizobacteria. The
objectives of this study were evaluate if fluorescent pseudomonads strains inoculated in
pre-germinated lettuce seeds (Lactuca sativa cv. Veronica) present antagonistic activity
against Pythium aphanidermatum in vitro; observe if previous application of the strains
selected in vitro reduces the severity of the symptoms by P. aphanidermatum in
cucumber (Cucumis sativus cv. Hokushin) cultivated in hidroponic system and detect
the production of antagonistic and or growth promoters compounds for the rhizobacteria
used in the study. An experiment in laboratory (in vitro) and two at greenhouse (in vivo)
were developed in completely randomized design. In in vitro experiment the
rhizobacteria strains were inoculated in pre-germinated seeds of lettuce, distributed on
agar-water, in the center of Petri dishes, with P. aphanidermatum inoculum. At fifth day
after the inoculation, the length of the hypocotil and of the roots and the number of
seedling alive was determined. In in vivo experiment seedling of cucumber were
developed in hidroponic system. For the application of the technical split-root, part of
the root system received the bacterial suspension and the other one P. aphanidermatum
inoculum. The occurrence and severity of disease symptoms were evaluated by shoots
and roots dry weight, root length, root system width, lesion length by the pathogen in
the roots, standardization of rating discolored roots percentage. Of the 60 strains tested
in in vitro experiment 37% promoted largest root growth and 39% largest hypocotil
development in pathogen absence; of those, eight and nineteen were beneficial as in the
absence as in pathogen presence, respectively to the growths of the root and hypocotil.
Strains Ps 21A, Ps 140B and Ps 140C provided largest development of roots and of

hypocotil in the treatments without and with P. aphanidermatum. In in vivo experiment
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roots length and width were not suitable variable to evaluate the effect of the pathogen
on the plants. Strains Ps 140B and Ps 140C did not result in differences between dry
weight when exposed or not to P. aphanidermatum inoculum, demonstrating a possible
expression of IRS. There was not any correspondence among the compounds produced

by rhizobacteria, the plant growth promotion and bioprotection.

Key-words: Pseudomonas spp., Pythium aphanidermatum, biological control.
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1 INTRODUCAO

Muitas doencas comuns em cultivos convencionais, tendem a tornar-se mais
severas em ambientes protegidos. A técnica do cultivo hidroponico apresenta diversos
fatores que contribuem para a ocorréncia do patégeno e conseguinte desenvolvimento
de epidemias. Além de o clima no ambiente protegido ser mais quente e umido, o
cultivo hidropdnico possui baixa diversidade bioldgica, facilidade de disseminacao de
patogenos pela circulagdo da solucao nutritiva, alta densidade de cultivo, uniformidade
e otimizagdo das condigdes nutricionais, a fim de se expressar o0 maximo potencial
produtivo e qualidade do produto.

Dentre os mais importantes ¢ destrutivos patégenos causadores da podridao
radicular em cultivos hidropdnicos de diferentes culturas, destacam-se as espécies
pertencentes ao género Pythium. A temperatura da solugdo nutritiva influencia na
ocorréncia de determinadas espécies de Pythium spp. nesses sistemas. Sob condi¢des de
temperatura acima de 25°C a espécie Pythium aphanidermatum estd entre a mais
comum e destrutiva. Medidas de desinfeccdo apos a entrada de P. aphanidermatum no
sistema hidropdnico, como aplicacdo de solugdo de cloro, filtracdo, aquecimento da
agua e radiagdo ultravioleta, sdo pouco utilizadas, necessitando de maiores estudos para
adequacao de sua eficiéncia e viabilidade econdmica. A falta de medidas eficientes para
controlar a disseminacdo do patdogeno apos sua instalagdo no sistema hidroponico,
apontam o controle bioldégico como uma alternativa viavel, atuando na prevengao do
estabelecimento de doengas.

Algumas espécies pertencentes ao género Pseudomonas, denominadas de
"rizobactérias promotoras de crescimento em plantas" (RPCPs), tém sido empregadas
no controle de fitopatdgenos com comprovada eficiéncia. A utilizacdo dessas
rizobactérias no controle biolégico mostra-se adequada em relacdo as demais formas de
controle quimico. Certas espécies de Pseudomonas spp. podem atuar diretamente sobre
0 patdgeno, ja que ambos ocupam o mesmo ambiente rizosférico, pela produgdo de uma
ampla variedade de metabolitos com propriedades antagonicas. O controle biologico
classico, ou seja, o antagonismo direto exercido por algum mecanismo de antibiose,
nem sempre explica a supressdo do patdgeno. Pesquisas tém mostrado que certas

RPCPs podem ativar, de algum modo, respostas de defesa inerentes ao hospedeiro. Esse



processo, conhecido com resisténcia sistémica induzida (RSI), possui como

caracteristicas amplitude de efetividade e sistematicidade.

Estudos envolvendo espécies de Pseudomonas, como exemplo P. fluorescens,
verificaram reducdo na severidade dos sintomas provocados por diferentes patdgenos
em plantas de pepino em diferentes sistemas de cultivo sob ambientes protegidos.

Diante dos fatos expostos, os objetivos deste trabalho foram:

a) Avaliar, em plantulas de alface, se isolados do grupo fluorescente do género
Pseudomonas apresentam efeito antagdnico a Pythium aphanidermatum e/ou na
promocao de crescimento.

b) Determinar se a aplicacao prévia de Pseudomonas spp. fluorescentes em plantas de
pepino reduz a severidade dos sintomas provocados por P. aphanidermatum;

¢) Detectar a produgdo de metabolitos potencialmente antagdnicos ao patdgeno, como
acido hidrocianico (HCN), B-1,3-glucanase, pectinase, celulase e o promotor de
crescimento acido-indol-acético (AIA).

d) Verificar quais das seguintes variaveis poderiam ser utilizadas na avaliacdo da
incidéncia de P. aphanidermatum em plantas de pepino: massa da matéria seca das
raizes e parte aérea, comprimento e largura do sistema radicular, comprimento da
lesdo provocada pelo patdgeno, escurecimento das raizes avaliado por notas e por

porcentagem de escurecimento.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Rizobactérias Promotoras de Crescimento em Plantas (RPCPs)

A rizosfera, palavra de origem grega criada a partir dos termos '"rhizo" e
"sphera", expressa o volume de solo influenciado pela raiz, até a distancia de 1 a 5 mm.
Inicialmente denominada por HILTNER (1904), a rizosfera favorece intensamente a
atividade microbiana pela liberacdo de compostos organicos, ricos em acgucares,
aminoacidos, acidos organicos e outros, presentes nos exsudatos, secre¢des, mucilagens
e mucigel. Devido a disponibilidade de substratos, Pseudomonas e Bacillus podem
apresentar tempo de geracdo 15 e 2,5 vezes, respectivamente, maiores na rizosfera do
que em solo ndo rizosférico (CARDOSO & FREITAS, 1992; MOREIRA &
SIQUEIRA, 2002). Para que certos microrganismos possam se estabelecer em um

ambiente competitivo como a rizosfera, além da destreza de multiplicacao e diversidade



metabolica, a capacidade de produzir substancias antagonicas pode favorecer certos
grupos de rizobactérias durante o processo de colonizagdo radicular (ROMEIRO &
GARCIA, 2003).

Segundo MISHUSTIN & NAUMOVA (1962), citados por LUZ (1996), as
pesquisas sobre rizobactérias nao simbioticas, promotoras do crescimento de plantas,
iniciaram-se na Russia em 1885, mas somente a partir de 1950 houve a utilizacdo de
inoculantes ndo rizobianos na agricultura, aumentando a producdo de 10% a 20%
naquele pais. Diferentes sdo as formas pelas quais as plantas respondem a interacdo com
as rizobactérias, podendo resultar em auséncia de resposta, efeito benéfico ou
prejudicial (SCHIPPERS et al., 1987). Os isolados bacterianos que promovem algum
favorecimento a planta, apos a colonizagdo radicular, sio denominados rizobactérias
promotoras de crescimento de plantas (RPCPs) (KLOEPPER & SCHROTH, 1978).

As RPCPs podem aumentar a taxa de germinagdo das sementes € o crescimento
radicular, melhorando o desenvolvimento da parte aérea e, conseqiientemente,
proporcionando maior rendimento das culturas. Essas promog¢des devem-se a habilidade
de certas rizobactérias em solubilizar e aumentar a absorcdo de fosforo, fixar o
nitrogénio, produzir sideroforos que seqiiestram e disponibilizam ions férricos, oxidar o
enxofre, produzir compostos analogos a hormdnios vegetais, como acido-indol-acético
(AIA), giberelinas, citocininas e l-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC)
(CARDOSO & FREITAS, 1992; CATTELAN, 1999; ZAGO et al. 2000). Os beneficios
alcangados pela utilizagdo das RPCPs podem ser conseguidos de forma direta, quando
na auséncia de microrganismos patogénicos, ou de forma indireta, se tais beneficios sdo

resultado do controle biologico (WELLER, 1988).

2.2 O Controle Biologico por Pseudomonas spp.

O controle bioldgico ¢ resultado da reducdo ou limitagdo da densidade de
in6culo de um patdgeno ou parasita e das atividades que levam a doenga, pela a¢do de
um ou mais organismos com propriedades antagdnicas, realizada naturalmente ou pela
manipulagdo do ambiente (COOK, 1985). A aplicacio do controle bioldgico na
agricultura vem de tempos remotos. Segundo COOK & BAKER (1983), citados por
ROMEIRO & GARCIA (2003), cinco mil anos antes de Cristo os egipcios ja faziam

uso dessa pratica de modo intuitivo.



Os mecanismos de agdo do controle biologico sdo: antibiose, competigdo,
parasitismo, hipoviruléncia, predag@o e inducdo de defesas do hospedeiro (BETTIOL &
GHINI, 1995). A identificacdao de espécies antagonicas a determinados patégenos e sua
aplicagdo em estudos in vitro e in situ levam ao entendimento de alguns processos.
Contudo, o controle bioldgico apresenta mecanismos complexos € nem sempre pode ser
atribuido a acdo de um simples fator. Ao contrario do controle quimico, o biocontrole
ndo erradica totalmente o patdogeno de forma imediata. A otimizagdo de seu uso estd
direcionada a métodos preventivos, aliados a outros fatores ligados ao manejo integrado
de doengas.

Buscando adequar o uso do controle biolégico na agricultura, estudos sobre o
solo, seus habitantes, suas interacdes e formas de manejo comegaram a ser investigados
com rigor cientifico somente no século XIX. Nos ultimos 20 anos, foram registrados
cerca de 40 produtos comerciais de origem bioldgica nos EUA, pelo investimento em
pesquisas nessa aérea (PAULITZ & BELANGER, 2001).

Pseudomonas spp. recebem especial atengdo no meio cientifico, ndo sé pela sua
versatilidade metabdlica, que lhes confere capacidade de se estabelecer nos mais
variados ambientes, pelo grande potencial de colonizagdo radicular e por serem
promissoras na produgdo de reguladores de crescimento e antibioticos, mas também
pela facilidade de cultivo in vitro e de manipulagdo genética (HASS & KELL, 2003).
Entretanto, o desenvolvimento de produtos comerciais que utilizam Pseudomonas spp. €
de dificil realizacdo pelo comportamento instdvel dessas bactérias (FREITAS &
AGUILAR-VILDOSO, 2004).

O género Pseudomonas possui como caracteristicas taxondmicas a forma de
bastonete reto, raramente curvo; geralmente, possui mais de um flagelo polar
(lofotriquia) e metabolismo estritamente aerobio (STANIER et al., 1966; FERREIRA &
SALGADO, 1995). Sao bactérias Gram-negativas e, portanto, possuem alto teor de
lipidios na parede celular (FERREIRA & SALGADO, 1995). O grupo fluorescente do
género Pseudomonas, caracteriza-se pela produgdo de pigmentos, denominados
pioverdinas ou pseudobactinas, fluorescentes sob luz ultravioleta, que atuam como
sideroforos (BUCHANAN & GIBBONS, 1974; MEYER & ABDALLAH, 1978).
Espécies conhecidas como P. aeruginosa, patdogeno de animais, P. syringae e P.
marginalis, fitopatogenos, P. fluorescens e P. putida pertencem ao grupo fluorescente

(FERREIRA & SALGADO, 1995).



Embora houvesse muitos relatos sobre a atuagao de Pseudomonas spp. como
agentes de biocontrole, ndo era possivel confirmar se determinado isolado persistia na
rizosfera, ja que ¢ um género facilmente encontrado em raizes de plantas nao tratadas
com microrganismos, tornando-se impossivel a diferenciagdo entre isolados
introduzidos e nativos (MARIANO & KLOEPPER, 2000). A partir do emprego de
técnicas como o uso da resisténcia a antibidticos e a aplicacdo da engenharia genética
com o desenvolvimento de linhagens mutantes, conseguiu-se demonstrar o
estabelecimento de certas rizobactérias na rizosfera e, simultaneamente, sua capacidade
no controle de patogenos (HASS & KELL, 2003).

KLOEPPER et al. (1980), observaram que sideréforos produzidos por
Pseudomonas spp. fluorescentes, além de promoverem melhor nutri¢do, convertida em
maior crescimento vegetal, privavam outros microrganismos nativos de ferro,
dificultando seu estabelecimento na rizosfera e possivel colonizagdo de patdgenos.
Outros trabalhos vieram a reforgar essa hipotese. GEELS & SCHIPPERS (1983)
observaram que isolados do grupo fluorescente de Pseudomonas provenientes da
periderme de batata foram capazes de controlar diferentes espécies de patogenos pela
produgdo de sideroforos. O isolado 3551 de P. fluorescens reduziu a incidéncia de
"damping-off" causada por Pythium ultimum em algodoeiro, quando comparado a
mesma espécie mutante, incapaz de produzir sider6foros (LOPPER, 1988).

A producdo de compostos antibidticos por Pseudomonas spp. fluorescentes
também ¢ uma propriedade capaz de suprimir patdgenos. TOMASHOW & WELLER
(1988) verificaram, in situ, que Pseudomonas fluorescens, isolado 2-79, obtido de raizes
de trigo, controlou Gaeumannomyces graminis var. tritici, pela produgdo do metabdlito
secundario fenazina-1-acido-carboxilico (PCA). Posteriormente, essa evidéncia foi
confirmada, pelo uso de espécies mutantes de P. fluorescens 2-79 e P. aureofaciens 30-
84 incapazes de produzir PCA quando inoculadas em trigo e na presenga do patogeno
(TOMASHOW et al., 1990).

VOISARD et al. (1989) observaram a supressdo do patogeno Thielaviopsis
basicola, causador da podriddo preta das raizes em fumo, por P. fluorescens CHAO
devido a producao do composto volatil 4cido hidrocianico (HCN). LUZ (1996) relata
que o HCN também pode promover o crescimento das plantas diretamente, aumentando
o desenvolvimento de pélos radiculares. Certas espécies de Pseudomonas sao
produtoras de glucanases e quitinases, enzimas que degradam a parede celular de

fungos, constituidas por glucana e quitina (FRIDLENDER et al., 1993). Antibioticos,



como pirrolnitrina, pirroluteorina, oomicina A, 2,4-diacetilfloroglucinol, sdo produzidos
por diferentes isolados de Pseudomonas sp. (ZAGO et al., 2000). Essas bactérias sao
relacionadas, também, ao fenomeno de exclusdo de nicho, colonizando sitios

especificos nas raizes (KLOEPPER et al., 1980).

2.3 Resisténcia Sistémica Induzida (RSI) no Controle de Patégenos

Ha relatos de que a agdo antagdnica direta, simplesmente, ndo explica o controle
da doenca, pois ndo ha formag¢dao de metabdlitos inibidores e/ou o agente causal da
doenga e os microrganismos benéficos estdo separados espacialmente (VAN LOON et
al., 1998; MARIANO & KLOEPPER, 2000). Na década de 80, pesquisadores que
estudavam o controle bioldgico utilizando rizobactérias suspeitaram de que certas
linhagens ativavam de alguma forma o sistema de defesa das plantas hospedeiras
(ZEHNDER et al., 2001).

WEI et al. (1991), testando 94 isolados de RPCPs em pepino para o controle de
Colletotrichum orbiculare, agente causador da antracnose, observaram que seis isolados
foram capazes de reduzir o didmetro das lesdes e seu numero nas folhas. Plantas de
feijjoeiro que tiveram suas sementes tratadas com Pseudomonas fluorescens S97
apresentaram redu¢@o no niimero de lesdes foliares apods a aplicacdo de Pseudomonas
syringae pv. phaseolica (ALSTROM, 1991). VAN PEER et al. (1991) observaram que
Pseudomonas fluorescens WCS417 diminuiu o sintoma provocado pela murcha de
fusarium do cravo, quando o patogeno Fusarium oxysporum f. sp. dianthi foi aplicado
no caule das plantas. Esses trabalhos comprovaram que RPCPs exercem protecao,
manifestada pela redugdo dos sintomas da doenca e, também, pela inibi¢do do
crescimento do patdégeno no hospedeiro, quando ambos se encontram separados
espacialmente, denominando esse fenomeno de resisténcia sist€émica induzida (RSI)
(VAN LOON et al., 1998).

O estudo desse processo ¢ facilitado quando se utiliza um patdégeno foliar;
porém, quando se trata de um patdégeno do solo, a separagdo pode ser obtida pelo
sistema de raizes subdivididas (“split-root”). Um trabalho que demonstrou de forma
precisa a indug¢do de resisténcia por RPCPs contra a murcha de Fusarium foi
desenvolvido por LIU et al. (1995). Os autores relataram que o isolado 89B-27 de P.
putida, com bioluminescéncia caracteristica, foi aplicado em parte do sistema radicular

e ndo houve constatagdo de sua presenga na outra parte que recebeu o patogeno



Fusarium oxysporum. Sua capacidade de induzir mecanismos de defesa foi constatada
pelo atraso no surgimento dos sintomas e diminui¢cao do nimero de plantas mortas.
KLOEPPER et al. (1992), citados por VAN LOON et al. (1998) verificaram que
isolados indutores de resisténcia contra antracnose em pepino, também foram efetivos
contra o virus do CMV ("cucumber mosaic virus") em casa de vegetagdao. Outros
trabalhos, dos mesmos autores, mostraram que os mesmos isolados resultaram em RSI
contra Pseudomonas syringae pv. lachrymans, agente causal da mancha angular das
folhas, importante doenga em cucurbiticeas, e Erwinia tracheiphila em condigdes de
campo, indicando que a defesa sistémica incitada por RPCPs ¢ efetiva contra multiplos

patogenos (VAN LOON et al., 1998).

2.4 Propriedades da Resisténcia Sistémica Induzida por Rizobactérias

Quando uma RPCPs coloniza a raiz, moléculas constituintes da célula bacteriana
ou por ela sintetizadas agem como eliciadores, termo empregado pela primeira vez por
KEEN (1975), para designar substincias capazes de induzir reacdo de defesa nas
plantas. Esses eliciadores atuam como sinais e percorrem sitios distantes do local de sua
origem, acionando genes codificadores de compostos de defesa, havendo assim a
expressdo da RSI, segundo VAN LOON et al. (1998). Os principais sinais endogenos
que levam a respostas de defesa nas plantas sdo o acido salicilico (AS), 4cido jasmonico
e etileno.

Fenotipicamente, RSI por RPCPs ¢ similar a resisténcia classica induzida por
agentes patogénicos, conhecida por resisténcia sistémica adquirida (RSA) (MORAES,
1998; PIETERSE et al., 2005). Conforme citado anteriormente, a RSI ¢é efetiva contra
um amplo espectro de patdogenos, assim como a RSA. Contudo, existem diferencas
claras (PIETERSE et al., 2001). O processo de resisténcia por RSI e RSA apresenta
espectro de efetividades diferentes em relagdo aos patdgenos. Além dos patogenos, a
RSA pode ser ativada também por produtos quimicos, como silicatos, fosfatos,
benzotiadiazole (BTH), entre outros (STICHER et al., 1997). Sua manifestagdo envolve
acumulo local e sist€émico de niveis enddgenos de AS, ou seja, sua indugdo ¢ salicilato-
dependente (AS-dependente), apresentando, também, a expressdo de inumeros genes,
incluindo os que levam a formacdo de proteinas relacionadas a patogénese (proteinas-

PR) (METRAUX et al., 1990; STICHER, et al., 1997).



Buscando identificar componentes da rota metabolica da RSI, muitos trabalhos
iniciaram estabelecendo paralelos com os resultados obtidos em RSA. A formagao de
proteinas-PR foi um dos primeiros aspectos estudados. HOFFLAND et al. (1995)
verificaram que plantas de rabanete tratadas com o isolado WCS417r, indutor de RSI
contra Fusarium sp., ndo acumularam proteinas-PR. Entretanto, MAURHOFER et al.
(1994) observaram o actimulo de proteinas na indu¢do de resisténcia contra o virus da
necrose do fumo (TNV) ocasionada por Pseudomonas fluorescens CHAO. PARK &
KLOEPPER (2000) relataram que a RSI promovida por alguns isolados de RPCPs
contra P. syringae pv. tabaci ativou o gene PR-1a, levando a formagao de proteinas-PR.
GUZZO (2003), em sua ampla revisao, concluiu que o acimulo de proteinas-PR no
hospedeiro ocorre em resposta a infecgdo por um patdogeno ou por algum agente
abiotico, ndo estando correlacionada com a RSI por rizobactérias.

O isolado WCS417r foi responsavel pela indugdo de RSI em plantas de
Arabidopsis ndo acumuladoras de AS (PIETERSE et al., 1996). Outro estudo, sob o
mesmo enfoque, envolveu RPCPs com a sintese de AS no processo de RSI em pepino.
Os resultados indicaram que o AS presente na planta ndo induziu resisténcia nas raizes
contra Pythium aphanidermatum, acreditando-se que o AS produzido pela planta foi
rapidamente ligado a forma B-glucosil, que ndo possui agdo indutora (CHEN et al.,
1999). Os resultados acima confirmam que a RSI ndo estd associada ao acimulo de AS
na planta, sendo regulada por uma outra rota de sinalizagdo distinta.

PIETERSE et al. (1998) tentaram elucidar quais as rotas metabdlicas que se
referem a RSI. Trabalharam com diferentes ecotipos de Arabidopsis mutantes quanto a
producdo de acido jasmonico e etileno e suas capacidades em expressar RSI quando
receberam inéculo de P. fluorescens WCS417r e foram expostas ao patégeno. Os
autores concluiram que ambos os reguladores de crescimento sdo necessarios para que
ocorra a RSI, pois nenhum dos mutantes conseguiu desenvolver RSI quando uma das
rotas para sintese, seja do acido jasmodnico ou etileno estavam alteradas. Certos isolados
de Pseudomonas, como CHAO, EP1 e Pfl, induziram resisténcia, pela sintese de
jasminatos e etileno, contra a podridao vermelha da cana, causada por Colletotrichum
falcatum (VISWANATHAN & SMIYAPPAN, 2001). A aplicacdo exdgena desses
compostos leva, freqlientemente, ao aumento da resisténcia a patégenos (PIETERSE et
al., 2005).

Entre os eliciadores, os mais mencionados na literatura sdo 0s

lipopolissacarideos (LPS), constituintes da parede celular bacteriana; e os sintetizados



pelas proprias bactérias, sideroforos e 4acido salicilico. A presenga de um
lipopolissacarideo de cadeia O-antigénica, existente na membrana externa do isolado
WCS417r de Pseudomonas fluorescens, foi relacionada ao processo de indugdo de
resisténcia em tomate, pela colonizagdo dos tecidos internos (DUIJFF et al., 1997).

Além desses compostos eliciadores, outros sdo relacionados a expressao da RSI.
CHIN-A-WOENG et al. (2001) relacionaram a sintese e liberacdo de fenazina-1-
carboxamina (PCN) na rizosfera por Pseudomonas chlororaphis a ocorréncia de RSI
contra Fusarium oxysporum em tomateiro. QUANT-HALLMANN et al. (1997)
observaram que o isolado PsJN de uma espécie de Pseudomonas produtora de celulase
poderia ativar a resisténcia sist€émica pela reagdao de hipersensibilidade devido a
hidrolise da celulose na parede celular de plantas de algoddo. A presenca de 2,4-
diacetilfloroglucinol, sintetizado por Pseudomonas sp., levou a ocorréncia de RSI contra
Thielaviopsis basicola, segundo PIERSON (1998), citado por ZAGO et al. (2000).
ZDOR & ANDERSON (1992) verificaram a acumulagdo de compostos fenolicos e
fitoalexinas em cotilédones de feijao tratado com um isolado de Pseudomonas putida
produtor de HCN. ROMEIRO (2005) comenta a possivel existéncia de macromoléculas
de carater protéico, glicoprotéico ou polissacarideo como eliciadores de RSI. Para isso
baseou-se nos relatos de SHARON & LIS (1972) e do proprio autor, de que para a
ocorréncia da interacdo molecular entre bactéria e planta ¢ necessaria a participacdo de
macromoléculas, pois somente essas possuem a complexidade essencial para o
reconhecimento entre os diferentes organismos, assim como nas interagdes antigeno-
anticorpo.

Os mecanismos de resisténcia relacionados a RSI mediada por RPCPs podem ser
estruturais ou bioquimicos (ROMEIRO & GARCIA, 2003), como o aumento da
lignificagdo da parede celular, dificultando a entrada e a colonizagdo do patégeno pela
liberacdo de enzimas hidroliticas (PASCHOLATI & LEITE, 1994; HOFFLAND &
BIK, 1993). CHEN et al. (2000) observaram que isolados de RPCPs foram capazes de
induzir raizes de pepino a aumentar os niveis das enzimas ligadas aos mecanismos de
defesa como peroxidase (PO) e polifenol oxidase (PPO), que sdo envolvidas no
processo de formagdo da lignina, e da enzima fenilalanina-amonia-liase (PAL), que
participa da biossintese de fitoalexinas. Segundo os autores, essas enzimas foram
responsaveis pelo controle do patégeno P. aphanidermatum.

Certos trabalhos relatam que, em determinadas situacdes onde se aplicam

RPCPs, existe o controle do fitopatdgeno, juntamente com um maior ganho de biomassa



e melhor producao; outros ja& demonstraram que ocorre o controle do patégeno, com
reducdo no desenvolvimento da planta (LUZ, 1996). A atuagao da RSI pode variar com
a idade da planta, o tratamento indutor, o intervalo de tempo entre o tratamento indutor
e a inoculacdo do patdgeno, os fatores ambientais, as condigdes de cultivo, o estado
nutricional das plantas e os diferentes cultivares em relagao ao indutor de resisténcia

(PIETERSE et al., 2001; BONALDO et al., 2005).

2.5 O Controle de Doencas em Cultivos Hidroponicos

Ambientes protegidos possuem condigdes amplamente favoraveis ao
desenvolvimento vegetal e, também, de patdogenos. Alta umidade, temperatura em niveis
constantes, intensidade de luz, disponibilidade de nutrientes, alta densidade e
uniformidade de plantas, geralmente em estaddios juvenis, sdo fatores que contribuem
para o surgimento de doencas, aliando-se ao fato de os meios utilizados para o cultivo
das plantas, substratos e agua, apresentarem baixa diversidade microbiana, o que
favorece ainda mais o estabelecimento e a multiplicagdo do patégeno (KIMATI &
BERGAMIN FILHO, 1995; PAULITZ & BELANGER, 2001). Entretanto, essas
mesmas condi¢des benéficas a patogenos facilitam a introducdo e a permanéncia de
outros microrganismos para uso em controle bioldgico, como uma medida preventiva a
doengas. A facilidade de uso, pelos modos de aplicagdo que podem ser via fertirrigacao,
pulverizacdo ou tratamento de sementes, frente a area reduzida e a densidade de plantio,
tornam sua utilizagdo econdmica (PAULITZ & BELANGER, 2001).

O sistema hidropdnico, técnica de cultivo em ambientes protegidos, tem a
solugdo nutritiva como meio de desenvolvimento das plantas ao invés do solo ou
substratos organicos. Esse sistema apresenta como principais vantagens: melhor
qualidade do produto, prote¢dao contra intempéries e colheita fora de época. O sistema
predominante adotado no Brasil para producdes comerciais ¢ a "Técnica do Filme
Nutriente" (NFT) (FURLANI, 1999). No sistema NFT as plantas sdo adaptadas em um
leito hidropdnico, com fluxo laminar da solu¢do nutritiva. Entretanto, o sistema
hidroponico € um ambiente favoravel ao desenvolvimento de doengas. Além dos fatores
comuns aos ambientes protegidos ja citados acima, o cultivo hidroponico permite rapida
disseminagdo de patdégenos via solucdo nutritiva (PAULITZ, 1997).

A falta de fungicidas e produtos fitossanitarios registrados especificos para

sistemas hidroponicos ¢ outro fator que confere ao controle bioldgico o carater de
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alternativa a supressdao de doengas. Devido ao pequeno mercado e baixo retorno
econdmico aos fabricantes, ndo h4 investimentos no desenvolvimento de produtos
fitossanitarios especificos. Existem técnicas de prevencdo e controle de patdgenos,
como aplicagdo de radiagdo ultravioleta, filtragdo e ozonizagdo (PAULITZ &
BELANGER, 2001), porém sua instalagio e utilizagdo sdo caras, restringindo sua
adocdo, principalmente no Brasil, pela exigéncia de grande investimento, gastos com
manuten¢do e pela falta de adequacdo das técnicas para o controle efetivo de patdgenos.
Um método viavel de controle de doencgas ¢ a adi¢do de fungicidas na soluc¢do nutritiva
de sistemas hidroponicos recirculantes (STANGHELLINI & RASMUSSEN, 1994).
Entretanto, em ambientes protegidos, fatores de intempéries, como ventos, chuvas e
radiagdo, sdo excluidos ou amenizados, o que torna mais longo o tempo de vida util dos
fungicidas. Além disso, a otimiza¢do das condi¢des de cultivo reduz consideravelmente
o tempo para a colheita, podendo esse anteceder ao tempo de caréncia necessario para a
degradacdo do principio ativo do fungicida (PAULITZ & BELANGER, 2001). O uso de
desinfetantes como hipoclorito de célcio, hipoclorito de sdédio e amdnia quaternaria sao
alternativas empregadas por produtores brasileiros (YANEZ, 2000). Contudo,
dependendo das concentragdes aplicadas, pode prejudicar o desenvolvimento das
plantas e/ou ser ineficaz na eliminagdo do patdgeno.

No Brasil utiliza-se sistemas hidropdnicos para o cultivo de espécies como
morango, tomate, racula, agrido, salsa, cebolinha, manjericdo, aipo, menta e,
principalmente, alface (FURLANI, 1999). Embora o cultivo de pepino (Cucumis sativus
L.) em sistema hidroponico ndo seja tdo expressivo quanto as culturas citadas
anteriormente, sua producdo em campo aberto ¢ de dificil manejo. Entre os fatores que
oneram sua producdo como o controle de pragas e doencas, plantas de pepino
apresentam nao-adaptabilidade a temperaturas inferiores a 17°C que afetam seu
desenvolvimento e inviabilizam a formagdao de flores femininas (SONNENBERG,
1985). Por esses fatores, a partir da década de 80, alguns produtores brasileiros

passaram a cultivar a espécie em ambientes protegidos (CARDOSO & SILVA, 2003).

2.6 O Patogeno Pythium aphanidermatum em Cultivos Hidroponicos

O género Pythium, pela nova classificagdo e caracterizagdo de suas fases
reprodutivas, pertence ao Reino Chromista (WEST et al., 2003). Sua peculiaridade esta

na composi¢do de sua parede celular, que ndo apresenta quitina, mas celulose,
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principalmente glucanas (HENDRIX & CAMPBELL, 1973; KRUGNER & BACCHI,
1995). Habitante saprofita natural do solo, ¢ conhecido como um parasita facultativo e
cosmopolita. Seu processo de colonizagdo ocorre por ferimentos ou de forma direta,
situacdo em que enzimas pectinoliticas degradam a lamela média das células,
promovendo seu rompimento. Inicialmente, na regido atacada hd o surgimento de
manchas encharcadas, que se tornam escurecidas com o progresso da doenca. Possui
comportamento agressivo, pois as custas dos nutrientes obtidos pela decomposi¢do dos
tecidos, vai se reproduzindo em profusdo, matando rapidamente a planta.

Certas espécies de Pythium spp. representam os principais patégenos causadores
da podridao radicular em sistemas hidroponicos, devido a sua adaptacdo em ambientes
aquatico sdo facilmente disseminados pela dgua (PAULITZ, 1997). Seus zodsporos sdo
estimulados por exsudatos radiculares, nadando em sua direcdo (JONES et al., 1991).
STANGHELLINI & RASMUSSEN (1994) definem que as espécies mais encontradas
em cultivos hidroponicos sdo P. ultimum e P. aphanidermatum. Segundo os autores,
nesses ambientes sua infec¢do ocorre, principalmente, por zoosporos, onde atraidos
pelos exsudados radiculares, fixam sob a superficie radicular, seguindo as etapas de
encistamento, germinagdo e formagdo do tubo de germinativo com rapido crescimento.
A espécie mais presente em nossas condi¢des de temperatura, entre 20° e 35°C, ¢
Pythium aphanidermatum, que pode afetar diferentes culturas, como feijdo, milho, cana,
cucurbiticeas e espécies ornamentais. Nao ha variedades resistentes a doenca (KIMATI
& BERGAMIM FILHO, 1995).

O patossistema pepino-Pythium sp. ¢ bastante estudado em cultivos protegidos
por causar grandes perdas na produ¢do em paises como Canada e Alemanha (PAULITZ
et al.,, 1992; CHERIF & BELANGER, 1992; CHEN et al., 1998). O pepino apresenta
grande suscetibilidade ao patégeno, sendo uma boa espécie indicadora de sua presenca
no ambiente. Culturas em fase inicial apresentam maior suscetibilidade ao patogeno,
contudo as plantas podem ser atacadas em qualquer periodo de desenvolvimento,
reduzindo sua biomassa e producdo, podendo apresentar infec¢des subclinicas
(PAULITZ & BELANGER, 2001; UTKHEDE et al, 2000). As formas de
contaminagdo por Pythium em sistemas hidropdnicos ocorrem principalmente pela
utilizagdo de substratos e mudas contendo o in6culo do patégeno (OWEN GOING et
al., 2003).
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3 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no ano de 2005, no Laboratorio de Microbiologia do Solo,
pertencente ao Centro de Solos do Instituto Agronomico (IAC) e no Centro

Experimental Central do IAC.

3.1 Testes em Alface

Sementes de alface (Lactuca sativa L.) crespa, cv. Veronica, foram desinfestadas
em solugdo de hipoclorito de s6dio a 1% por 10 minutos. Apos sucessivas lavagens em
agua destilada esterilizada, as sementes foram transferidas para placas de Petri contendo
papel filtro sobre algoddo, previamente umedecidos e esterilizados. As sementes

permaneceram nas placas por 24 horas em temperatura ambiente para germinagao.

3.1.1 Preparo da suspensio bacteriana e tratamento das sementes

Os sessenta isolados de Pseudomonas spp. grupo fluorescente (Tabela 1)
utilizados neste trabalho fazem parte da colecio de RPCPs do Instituto Agronomico
(IAC), em Campinas (SP), mantidos em meio B de King et al. (1954), sob 6leo mineral.
Os isolados foram transferidos para tubos de ensaio com meio B de King inclinado e
mantidos a 28°C por 24 horas. Uma "algada" de cada colonia bacteriana foi transferida
para tubos contendo 5 mL de solugdo MgS0O4.7H,O a 0,01 mol L'l, que foram, em
seguida, agitados em agitador mecanico. As sementes pré-germinadas foram
adicionadas as suspensdes bacterianas, onde permaneceram por 45 minutos.

Para conhecer o nimero de células na suspensdo utilizada para a inoculacdo das
bactérias, realizou-se a contagem do numero de células formadoras de colonia (UFCs).
Prepararam-se diluigdes a partir de 1 mL da suspensao original, usada para a inoculagao
das sementes, em tubos com 9 mL da solu¢do de MgSO4. 7H,0 a 0,01 mol L' até a
diluigio 107. Aliquotas de 0,1 mL das respectivas diluigdes foram distribuidas sobre
meio B de King e espalhadas com auxilio da alga de Drigalski. Ap6s a incubagao por 48
horas a 28°C, foi feita a contagem de colonias formadas sobre a placa. A absorbancia
das mesmas dilui¢des foi lida em espectrofotometro a 600 nm. Os dados obtidos na

contagem foram correlacionados com os valores de absorbancia assim obtidos.
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Tabela 1. Isolados bacterianos do grupo fluorescente de Pseudomonas spp.
selecionados para o experimento in vitro € sua origem.

Isolados Origem Isolados Origem
Ps 21A Rizosfera de algodoeiro Ps 60B Rizosfera de citrus
Ps21B " Ps 62A "
Ps21C " Ps 63A "
Ps 22A " Ps 70 "
Ps 22B " Ps 73 "
Ps 23B " Ps 85 Rizosfera de couve
Ps 23C " Ps 89 "
Ps 31B Rizosfera de milho Ps 91 Rizosfera de pimentao
Ps31C " Ps 92 "
Ps 31D " Ps 140B Rizosfera de rucula
Ps 32 " Ps 140C "
Ps 33 " Ps 141A "
Ps 34C " Ps 142A "
Ps 41B Rizosfera de soja Ps 142B "
Ps 42B " Ps 143A "
Ps 43B " Ps 143B "
Ps 44A " Ps 143C "
Ps 45A " Ps 221 Solo solarizado
Ps 45C " Ps 222 "
Ps 46A " Ps 223 "
Ps 47A " Ps 851D Rizosfera de alface
Ps 47B " Ps 852B "
Ps 47C " Ps 852C "
Ps 47D " Ps 857C Rizosfera de alface
Ps S1A Rizosfera de tomateiro  Ps 864C "
Ps 51B " Ps 865A "
Ps 5S3A " Ps 866A "
Ps 54A " Ps 866B "
Ps 54B " Ps 871B Rizosfera de alface
Ps 54C " WA4F58 P. fluorescens

3.1.2 Preparo do indculo de Pythium aphanidermatum

O isolado de Pythium aphanidermatum foi cedido pelo Laboratorio de
Fitopatologia do Instituto Biologico, em Campinas. Para seu uso como indculo nos
testes, foi transferido para placas de Petri com meio V8, mantidas em camara de

incubacdo a 28°C por 96 horas, das quais eram retirados discos com meio de cultura e
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micélio e repicados para o centro das placas onde seria desenvolvido o teste de

confrontagao.

3.1.3 Testes de confrontagdo entre o patégeno e os isolados de Pseudomonas spp.
em raizes de alface

Placas de Petri contendo agar-agua receberam em seu centro um disco de 10 mm
do meio V8 com micélio do patdogeno. As sementes de alface, que ja haviam recebido o
in6culo bacteriano, foram distribuidas (10 sementes/placa) em torno do indculo de P.
aphanidermatum, a cerca de 3 cm de distancia do disco com o patdégeno, permanecendo
em temperatura ambiente por 96 horas. Ao término do periodo, realizou-se a contagem
das plantulas vivas e mediu-se o comprimento do hipocétilo e raiz.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, com 5
repeticdes, sendo cada parcela representada por uma placa. Para cada isolado,

prepararam-se 10 placas, cinco delas com o patogeno e cinco sem ele.

3.2 Testes em Plantas de Pepino

O delineamento usado no experimento in vivo foi o inteiramente casualizado
com 4 repeticdes por tratamento. Cada parcela foi constituida por uma planta com raizes
subdivididas, formando dois conjuntos de raizes; um deles recebeu a aplicacdo do
isolado bacteriano e o outro recebeu o indculo do patégeno (Figura 1). Os controles
foram representados por plantas com e sem patégeno, ambas sem aplica¢dao de isolado

bacteriano.

3.2.1 Cultivo em sistema hidroponico

Sementes de pepino japonés hibrido (cv. Hokushin), apds assepsia em solucao
de hipoclorito de sodio a 2% por 5 minutos e sucessivas lavagens com 4gua esterilizada,
foram colocadas para germinar em placas de Petri, mantidas em temperatura ambiente,
contendo papel filtro sobre algoddo, ambos previamente esterilizados e umedecidos. No
quinto dia apos a germinacdo, as plantulas foram transferidas para tubos de ensaio
contendo 50 mL de solugdo nutritiva com metade de sua concentragdo normal (Tabela

2), onde permaneceram por um periodo de aproximadamente 72 horas. A formulagdo da
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solucdo nutritiva procurou atender as exigéncias nutricionais da cultura, segundo
FURLANI et al. (1999).

No oitavo dia ap6s a germinacdo, as plantulas foram transferidas para o sistema
hidroponico. Inicialmente, cada plantula permaneceu em apenas um vaso, com
capacidade de 2 litros de solugdo nutritiva, at¢ um maior desenvolvimento das raizes. A
divisdo do sistema radicular aconteceu por volta do vigésimo dia apds a germinagado
(DAG).

Durante o processo de divisdo, feita por meio de um estilete previamente
flambado, procurou-se manter uniformes as quantidades de raizes, agora separadas em
dois vasos. As plantulas permaneceram sustentadas por uma haste de madeira presa a
um dos vasos por fita adesiva. Com 23 DAG, as plantas receberam a suspensdo
bacteriana. Realizaram-se dois experimentos. No primeiro, o desenvolvimento das

plantas ocorreu a uma temperatura de 25°C = 4°C. No segundo, a temperatura foi de

28°C £ 4°C.

Figura 1. Aspecto geral do experimento realizado em casa de vegetagdo em sistema
hidropdnico.
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Tabela 2. Exigéncia nutricional da cultura, fonte de nutrientes e as concentragdes
usadas na formulagdo da solucdo nutritiva para o cultivo hidropénico de pepino
(FURLANI et al., 1999).

Elemento Exigéncia (mg/L) Fonte Concentracao (g/L)

K 254 KNO; 101,10
Ca 110 Ca(NOs),.H,O 236,15

N (NO; V; NH, @) 168 ;14 @ NHNO; 80,04
P 31 KH,PO4 136,09

S 32 K»SO4 43,5
Mg 24 Mg(NOs), 256,43
Cu 0,05 CuSOs. 5H,O 0,125
Zn 0,05 ZnS04.7H,0 0,144
Mn 0,6 MnSO4.H,O 1,690

B 0,3 H;BO; 1,771
Mo 0,05 H,Mo0O4 0,088
Fe 0,8 FeEDDHA 13,33

3.2.2 Preparo e aplicacdo da suspensao bacteriana

No primeiro experimento, foram utilizados os isolados Ps 140B, Ps 140C, Ps
141A, Ps 142A, Ps 851D, Ps 852B, Ps 852C, Ps 857C, Ps 864C, Ps 865A, Ps 866A, Ps
866B e Ps 871B, escolhidos aleatoriamente. No segundo, procurou-se selecionar
isolados que apresentaram algum efeito de reducao dos sintomas, dentro dos parametros
usados para avaliagdo da severidade da doenga. Alguns dos isolados que nao
alcancaram qualquer efeito quanto a diminui¢do dos sintomas também foram escolhidos
de modo a se confirmar os resultados obtidos anteriormente. Outros que mostraram
capacidade no controle direto do patéogeno e/ou agiram como promotores de
crescimento no experimento in vitro também foram selecionados. Assim, no segundo
experimento testaram-se os isolados: Ps 21B, Ps 32A, Ps 44A, Ps 45A, Ps 63A, Ps 89,
Ps 140B, Ps 140C, Ps 141A, Ps 142A, Ps 142B, Ps 143C ¢ Ps 852C. Ao término de

ambos os experimentos foram 21 isolados bacterianos testados.
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O processo de preparo e aplicagdo da suspensdo foi o mesmo em ambos os
experimentos. Os isolados foram transferidos para frascos de Erlenmeyer contendo 125
mL de meio B de King liquido, permanecendo na incubadora a 28°C por um periodo de
48 horas. Em seguida, os meios de cultura com o crescimento bacteriano foram
centrifugados durante 15 minutos a 3000 x g. Apods a centrifugagdo, descartou-se o
sobrenadante e adicionaram-se 50 mL da solu¢do de MgS0,4.7H,0 a 0,01 mol L! para
ressuspender as bactérias. Aplicaram-se 10 mL da suspensdo nos vasos hidroponicos. A
concentragdo de células bacterianas na suspensdo foi estimada por contagem em placas
de Petri, usando-se dilui¢cdo em série com fator 10 e distribuindo uma aliquota de 100pL
com auxilio da al¢a de Drigalski sobre meio B de King. Usaram-se duas repeti¢cdes para
cada isolado. O numero de células bacterianas usadas tanto nos experimentos in vitro

. . . . 8 ~
como in vivo foi de aproximadamente 10°/mL de suspensao.

3.2.3 Preparo e aplicacido do indculo de Pythium aphanidermatum

Placas com meio V8 receberam em seu centro discos de 10 mm contendo o
micélio de P. aphanidermatum. Essas placas permaneceram em incubadora por 96 horas
a 28°C. Ao término do periodo, discos de 10mm contendo o indculo do patégeno foram
transferidos para placas de Petri contendo agua destilada esterilizada. Colocaram-se 25
discos por placa, onde ficaram imersos por mais 96 horas, mantidos em incubadora a
28°C para a formacdao de zodsporos. Completado o periodo de incubagdo, a agua
contida nas placas foi substituida por 25 mL de agua destilada esterilizada, para
estimular a liberacao dos zodsporos. Aproximadamente uma hora depois, o conteudo de
cada placa foi removido para um almofariz, onde o micélio foi macerado, tornando-se
uma massa homogénea, transferida para frascos previamente esterilizados. A suspensdo
obtida foi adicionada aos vasos hidroponicos quando as plantas estavam com 30 DAG.
O numero de zo6sporos presentes na suspensao foi determinado pela adi¢ao de 1 mL de
Tween 40 em uma aliquota de 4 mL™', a fim de reduzir a mobilidade dos zodsporos para
a realizacdo de sua contagem em um hemacitometro. As concentracdes de zoOsporos

obtidas no primeiro e segundo experimento foi em torno de 10* mL™
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3.2.4 Avaliacoes

Dez dias apds a aplicagdo do patdégeno, procedeu-se a coleta das plantas, sendo

avaliadas as seguintes variaveis em cada conjunto de raizes:

1.
2.

comprimento das raizes;

largura do sistema radicular, medida 10 cm abaixo do colo, com as raizes
espalhadas sobre uma cartolina;

extensao da lesdo provocada pelo patdgeno no sistema radicular;

estimativa da drea radicular com sintoma de escurecimento, expressa em
porcentagem;

aplicacdo de notas quanto a severidade da doenga nas raizes (Figura 2): 1 -
nenhum escurecimento; 2 - pouco escurecidas, com cor marrom claro; 3 -
moderadamente escurecidas com coloragdo marrom; 4 - muito escurecidas,

com COor marrom €Scuro,

massa da matéria seca (raizes e parte aérea).

Figura 2. Modelo seguido para a avaliacdo da severidade da doenca nas raizes de
pepino, segundo escala de notas: 1. Raizes sem sintoma (nota 1); 2. Raizes pouco
escurecidas (nota 2); 3. Raizes moderadamente escurecidas (nota 3) e 4. Raizes muito
escurecidas (nota 4).
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3.3 Analise de Metabdlitos Produzidos por Pseudomonas spp. Fluorescentes

Todas as analises referentes a este item foram realizadas no Laboratério de
Microbiologia do Solo - IAC. Utilizaram-se duas repeti¢cdes para todas as determinagdes

dos metabolitos descritos abaixo.

3.3.1 Producio de acido indol acético (AIA)

A metodologia empregada para determinacdo de acido indol acético (AIA)
baseou-se na descrita por BRIC et al. (1991). Os isolados bacterianos foram transferidos
para placas de Petri contendo o meio Luria Bertani (LB), composto pelos seguintes
reagentes (g L'l): triptona, 10; extrato de levedura, 5; NaCl, 5; agar-bacterioldgico, 20.
Adicionaram-se a solu¢do 5 mM de L-triptofano, que ¢ precursor do AIA. O pH da
solucao foi ajustado para 7,5 pela adi¢ao de algumas gotas de NaOH 1 N, antes de
autoclavar. Em seguida, o meio contendo os isolados foi coberto com membrana de
nitrocelulose e mantido em incubadora a 28° por 24 horas.

Ao término do periodo, a membrana de nitrocelulose foi transferida para outra
placa de Petri contendo papel Whatman n°2 umedecido com 2,5 mL da solugdo de
Salkowski (GORDON & WEBER, 1951) modificada por BRIC et al. (1991), que
consistia em 2% de uma solucdo 0,5 M FeCl; em 35% de 4cido perclorico. Os isolados
produtores de AIA formaram halos avermelhados na membrana de nitrocelulose no

periodo de 30 minutos a 2 horas.

3.3.2 Producao de acido hidrocianico (HCN)

Para a deteccao do 4cido cianidrico (HCN) seguiu-se o método descrito por
BAKKER & SCHIPPERS (1987). Utilizou-se meio B de King suplementado com
glicina 4,4g L. Antes da transferéncia dos isolados para a placa, esta foi invertida para
a colocacdo do papel filtro na tampa. Apds umedecer o papel filtro com a solucio de
acido picrico a 5% e NaCOs a 2%, transferiram-se os isolados para as placas, selando-as
com parafilme em seguida. As placas foram mantidas em incubadora a 28°C. A
mudanga da colora¢ao do papel de amarelo para vermelho-laranjado indicou a produ¢ao

de HCN por alguns isolados.
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3.3.3 Producio de B-1,3-glucanase

De acordo com o método descrito por RENWICK et al. (1991) com algumas
modificagdes, verificou-se a producao de 3-1,3-glucanase. Utilizou-se o meio de cultura
solido livre de nitrogénio (MLN) citado por CATTELAN et al. (1999) com algumas
adaptacdes de reagentes conforme se segue (g L'l): NH4NOs, 0,78; K,HPO4, 0,80;
KH,PO4, 0,20; MgS0,4.7H,0, 0,20; CaCl,, 0,06; NaCl, 0,10; Na,M004.2H,0, 0,002;
ZnS04.7H,0, 0,00024; CuS04.5H,0, 0,00004; CoSO4.7H,0, 0,010; MnSO4.7H,0,
0,003; NaFeEDTA, 0,0028; H3BOs;, 0,005; agar, 15. Como unica fonte de carbono,
adicionaram-se 5 g L' de laminarina (B-1,3-glucano). O sulfato de magnésio e o cloreto
de calcio foram autoclavados separadamente e depois adicionados ao meio, também ja
autoclavado. Apos a transferéncia das bactérias para as placas, estas foram mantidas em
incubadora a 28°C por 72 horas. Usou-se solugdo de vermelho-congo 0,6 g L™ para
cobrir completamente a superficie do meio de cultura nas placas de Petri, que foram
entdo mantidas em temperatura ambiente por 90 minutos aproximadamente. Depois de
drenar o excesso de corante, observou-se a formacdo de halos amarelo-laranjados em
torno das colonias, indicando a hidrdlise do B-1,3-glucano pela producdo bacteriana de

B-1,3-glucanase.

3.3.4 Producio de pectinase

Determinou-se a produgao de pectinase seguindo a metodologia de CATTELAN
et al. (1999). A transferéncia dos isolados deu-se em meio M9 com a seguinte
composi¢do, em g L K,;HPO4, 10,5; KH,PO4, 4,5; (NH4)2SOy4, 1,0; citrato de sodio,
1,0; extrato de levedura, 1,2; pectina citrica 4,8; agar, 15. Adicionaram-se ao meio 10
mL de uma solucao com 20% de sacarose. Ap0s esterilizar o meio de cultura, aplicou-se
1 mL de uma solucdo contendo 20 g de MnSO4.7H,0 em 100 mL de agua. Apos a
transferéncia dos isolados para as placas de Petri, essas permaneceram em incubadora
por 48 horas a 28°C. Terminado o periodo de incubagdo, o meio foi coberto por solucao
a 2 N de HCI. Consideraram-se produtoras de pectinase as colonias que formaram halos

claros ap6s a reacdo acida.
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3.3.5 Producio de celulase

Adotou-se o mesmo método descrito por CATTELAN et al. (1999), utilizando o
meio M9, descrito acima, com excecdo da pectina citrica, substituida por celulose 10 g
L. Apos a transferéncia dos isolados, as placas foram mantidas em incubadora a 28°C
por 8 dias. A formacdo de halos claros em torno da colonia indica a producdo de

celulase.

3.4 Analise Estatistica dos Resultados

Todos os resultados obtidos nos experimentos in vitro e in vivo foram
submetidos a andlise de variancia (GLM), tendo os valores de porcentagem
transformados pela aplicagido do arcsen Vx/100 para a comparacio das médias pelo teste

de Tukey ao nivel de 5% (PIMENTEL-GOMES & GARCIA, 2002).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Testes em Alface

4.1.1 Promocao de crescimento e controle biolégico

Dos 60 isolados testados 22 (37 %) promoveram maior crescimento radicular em
relagdo ao controle, na auséncia do patdégeno P. aphanidermatum (Figura 3). Nos
tratamentos com patogeno, 19 (32%) isolados, resultaram em maior crescimento
radicular (Figura 3). Entretanto, somente os isolados Ps 21A, Ps 21C, Ps 43B, Ps 45C,
Ps 89, Ps 140B, Ps 140C e Ps 857C foram benéficos na auséncia e presenga do
patdgeno. Segundo LUZ (1996) a promocdo de crescimento por rizobactérias ¢ um
mecanismo de dificil identificacdo, geralmente, mais de um fator, vem a favorecer esse
processo.

Nos tratamentos sem patogeno, observou-se que 23 isolados (39%) propiciaram
maior desenvolvimento do hipocoétilo (Figura 3). Ja na presenca de P. aphanidermatum,
as plantulas tratadas com 26 (44%) isolados mostraram maior comprimento do
hipocétilo. Analisando os tratamentos citados acima, 19 isolados promoveram o

crescimento do hipocotilo tanto na presenca quanto na auséncia do patogeno.
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Figura 1. Comprimento (cm) do hipocétilo e raiz de plantulas de alface tratadas com
diferentes isolados do grupo fluorescentes de Pseudomonas spp., cultivadas in vitro na
presenca e auséncia do inoculo de P. aphanidermatum. Médias de 10 repeticdes
(Continua). Valores seguidos de letras iguais nao diferem entre si ao nivel de 5%
(Tukey). Letras maitsculas comparam, entre tratamentos, o efeito da inoculacdo das
rizobactérias (sem patogeno) e do P. aphanidermatum (com patdgeno). Letras
minusculas comparam, dentro de cada tratamento com bactéria, o efeito da inoculagdo
do patdgeno.
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Figura 1. Comprimento (cm) do hipocétilo e raiz de plantulas de alface tratadas com
diferentes isolados do grupo fluorescentes de Pseudomonas spp., cultivadas in vitro na
presenca e auséncia do inoculo de P. aphanidermatum. Médias de 10 repeticdes
(Continuagdo). Valores seguidos de letras iguais ndo diferem entre si ao nivel de 5%
(Tukey). Letras maitsculas comparam, entre tratamentos, o efeito da inoculacdo das
rizobactérias (sem patéogeno) e do P. aphanidermatum (com patdgeno). Letras
minusculas comparam, dentro de cada tratamento com bactéria, o efeito da inoculag¢do
do patdgeno.
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Figura 1. Comprimento (cm) do hipocétilo e raiz de plantulas de alface tratadas com
diferentes isolados do grupo fluorescentes de Pseudomonas spp., cultivadas in vitro na
presenca e auséncia do inoculo de P. aphanidermatum. Médias de 10 repeticdes
(Continuagdo). Valores seguidos de letras iguais ndo diferem entre si ao nivel de 5%
(Tukey). Letras maitsculas comparam, entre tratamentos, o efeito da inoculacdo das
rizobactérias (sem patéogeno) e do P. aphanidermatum (com patdgeno). Letras
minusculas comparam, dentro de cada tratamento com bactéria, o efeito da inoculag¢do
do patdgeno.
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Os isolados Ps 21A, Ps 21C, Ps 22B, Ps 140B, Ps 140C, Ps 143B, Ps 143C, Ps
221 e Ps 223 apresentaram efeito benéfico sobre a raiz e hipocdtilo na auséncia do
patégeno. Mas apenas trés desses isolados - Ps 21A, Ps 140B e Ps 140C -
proporcionaram maior desenvolvimento radicular e do hipocétilo nos tratamentos sem e
com P. aphanidermatum.

Nao foi possivel a determinacdo da massa de matéria seca das plantulas de
alface, pois muitas dessas que foram submetidas ao tratamento com patdogeno se
deterioraram, impossibilitando a determinac¢ao de sua massa.

No presente estudo ndo realizou-se nenhuma analise para observar a ocorréncia
da colonizagdo radicular pelos isolados de Pseudomonas spp. fluorescentes nas raizes
das plantulas de alface. SOTTERO (2003) avaliando a capacidade de colonizacdo de
isolados do grupo fluorescente de Pseudomonas spp., advindos de diferentes espécies
vegetais, observou que a maioria dessas rizobactérias colonizavam apenas a regidao do
colo das plantulas de alface (cv. Brasil 221) e nem todas promoveram crescimento.
ZAGO et al. (2000) em sua revisdo comenta que os microrganismos localizam-se,
principalmente, nas regides de maior ramificagdo e nas partes mais velhas da raiz, ou
seja, regides proximas ao colo. Alguns dos isolados estudados por SOTTERO (2003)
foram selecionados para aplicacao neste trabalho. Entretanto, ndo se observou qualquer
correspondéncia entre a colonizagao radicular e/ou do colo das plantulas pelos isolados
e os resultados aqui obtidos.

Considerando os tratamentos que promoveram maior crescimento radicular na
presenca do patdégeno e aqueles em que nao houve diferengas no comprimento radicular
entre as plantulas que receberam o patogeno e as que ndo o receberam, atribui-se a 35%
dos isolados o carater de antagdnicos a P. aphanidermatum. As plantulas tratadas com o
isolado Ps 54A ndo diferiram estatisticamente quando na presenga e auséncia do
patogeno. Possivelmente, esse efeito se deva ao reduzido crescimento de ambas as
partes vegetativas, hipocoétilo e raiz, nos tratamentos sem e com patégeno. Esse mesmo
isolado no tratamento com patdgeno apresentou elevada mortalidade das plantulas
(Tabela 3).

O numero de células bacterianas usadas tanto nos experimentos com alface
realizados in vitro como nos experimentos com plantas de pepino, desenvolvidas em
casa de vegetacdo, foi de 10° mL™ de suspensdo, conforme ja citado. BULL (1987),
citado por WELLER (1988), usou doses crescentes (0, 10%, 10%, 10% e 108 ufcs/semente)

da espécie Pseudomonas fluorescens 2-79 em trigo contra Gaeumannomyces graminis
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var. tritici. O autor verificou uma relacdo inversa entre a concentracao de células
bacterianas aplicadas e o nimero de lesdes provocadas pelo patégeno, concluindo que o
controle da doenca esta diretamente relacionado a colonizacao radicular.

Observaram-se visualmente diferentes sintomas entre os tratamentos expostos ao
patogeno. Entre os sintomas havia: necrose apenas na ponta da raiz, com formagao de
raizes laterais, o que permitia um maior desenvolvimento do hipocoétilo; necrose da
ponta da raiz sem desenvolvimento de raizes laterais; necrose total da raiz principal e
também das secundarias; necrose total das plantulas. Embora, essas caracteristicas ndo
tenham sido um parametro de avaliagdo entre os tratamentos, pode-se supor que 0s
isolados bacterianos influenciaram a ocorréncia desses sintomas. Estabelecendo um
paralelo entre os tratamentos bacterianos que apresentaram reduzido crescimento
radicular, porém, promoveram bom desenvolvimento do hipocoétilo, diferindo-o do
controle, pode-se supor que esses isolados tenham de alguma forma promovido essa
resposta pela formacao de raizes secundarias. Alguns analogos de hormonios de plantas
como AIA ¢ também produzido por rizobactérias que exibem propriedades para o
controle bioldgico. Embora, o AIA ndo esteja diretamente ligado como um metabdlito
para o controle de patdgenos, ele estimula o crescimento de raizes e o desenvolvimento
de pélos radiculares (DOWLING & O'GARA, 1994).

O contato entre isolado bacteriano e patdgeno permitiria que o antagonismo se
manifestasse, seja pela producdo de antibidticos ou pela competicdo por espaco e
nutrientes. As condi¢gdes de teste incluem a planta, o que o diferencia de um teste de
confrontagdao do patogeno e potencial agente de controle bioldgico, em placas com meio
de cultura. Essa pode ser uma forma de facilitar os testes de selecdo de agentes de
controle biologico, desde que os resultados obtidos correspondam aos verificados em
condicdes de casa de vegetacdo. Nao se pode esquecer que se esta trabalhando com trés
seres vivos: a planta, o patdgeno e a bactéria, todos influenciados grandemente pelo
ambiente em que interagem. Organismos pertencentes a um género ou a uma mesma
espécie podem apresentar comportamentos distintos frente a interagdo com outros
organismos ¢ mudangas ambientais (WHIPPS, 2001). A temperatura ¢ um dos fatores
mais importantes para a ocorréncia de infecgdes, interferindo na patogenicidade de P.
aphanidermatum (HENDRIX JR. & CAMPBELL, 1973). Espécies como P. fluorescens
e P. putida mostraram otimo crescimento in vitro nas temperaturas entre 25 e 30 °C,
mas sua colonizagdo ¢ geralmente maior em temperaturas abaixo de 20°C (LOPPER et

al, 1984). WELLER (1988) relata em sua revisao que o insucesso de um determinado
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agente microbiano no controle bioldgico de patdégenos na rizosfera em muitos casos se

deve a baixa competitividade da bactéria e a sua incapacidade de colonizar a superficie

radicular.

Tabela 3. Numero de plantulas de alface vivas, 96 horas apos receberem o inoculo de P.
aphanidermatum em condi¢des de laboratorio.

Trat.® Nﬁ{nero de Trat. Nl’nﬂnero de Trat. Nl’nﬂnero de
plantulas plantulas plantulas
Controle 49A%* Controle 26B Controle 35A
Ps 45A 46A Ps 45C 42A Ps 140B 45A
Ps 92 44A Ps 89 50A Ps 140C 44A
Ps 53A 50A Ps 32A 48A Ps 141A 33A
Ps 63A 49A Ps 47D 28B Ps 142A 36A
Controle 44A Controle 26B Controle 27A
Ps 43B 48A Ps 23B 43A Ps 142B 27A
Ps 46A 43A Ps 47B 49A Ps 143A 41A
Ps21A 46A Ps 54C 39AB Ps 143B 25A
Ps 73 50A Ps 51B 45A Ps 143C 25A
Controle 47A Controle 41A Controle 27A
Ps 51A 50A Ps31B 16B Ps 221 31A
Ps 44A 50A Ps 34C 16B Ps 223 30A
Ps 222 35B Ps41B 2C Ps 851D 18A
Ps 33A 43A Ps 42B 3C Ps 852B 28A
Controle 26A Controle 41B Controle 23A
Ps 70 36A Ps 47C 46AB Ps 852C 39A
Ps 62A 18AB Ps21B 50A Ps 857C 41A
Ps 54A 1C Ps 22A 50A Ps 864C 25A
Ps 91 13B Ps 23C 47AB Ps 865A 45A
Controle 33A Controle 44AB Controle 24A
Ps21C 28A Ps 31D 50A Ps 866A 35A
Ps 22B 39A Ps47A 37B Ps 866B 36A
Ps31C 30A Ps 54B 40AB Ps 871B 29A
Ps 85 35A Ps 60B 50A Ps W4F58 29A

*Valores seguidos de mesma letra ndo diferem entre si para cada conjunto de isolados e seu controle, ao

nivel de 5 %, pelo teste de Tukey.
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Nao houve diferenca, quanto ao numero de plantulas, entre os tratamentos sem
patdgeno, pois ndo ocorreu nenhuma mortalidade. O niimero de plantulas vivas no
tratamento com patogeno diferiu em alguns tratamentos (Tabela 3). A associacdo de
alguns tratamentos as possiveis causas das altas mortalidades sera citada

posteriormente.

4.2 Producao de Metabolitos pelos Isolados de Pseudomonas spp. Fluorescentes

4.2.1. Testes em alface quanto a promocio de crescimento

Poucos foram os tratamentos que mostraram correspondéncia entre os resultados
obtidos no experimento in vitro quanto a promog¢ao de crescimento em plantulas de
alface e ao controle bioldgico que podessem ser associados a produgdo de determinado
metabolito. A tabela 4 mostra quais dos metabdlitos estudados sdo produzidos pelas
rizobactérias selecionadas. O metabolito mais comumente produzido foi o AIA,
observado para 24 isolados (40% do total de 60). A B-1,3 glucanase foi produzida por
16 isolados (27%), o HCN por 9 isolados (15%), a pectinase por 1 isolado (2%) e a
celulase ndo foi produzida por nenhuma das bactérias. Doze isolados (20%) produziram
dois compostos analisados. Nenhum deles produziu mais que dois metabolitos.

O maior crescimento radicular das plantulas tratadas com os isolados Ps 22B, Ps
143B, Ps 223, Ps 851D, Ps 852B, Ps 852C e Ps 857C, na auséncia do patéogeno, pode
ser associado ao fato de essas bactérias serem produtoras de acido indol acético (AIA)
(Tabela 4). No entanto, outros isolados produtores de AIA ndo foram promotores do
crescimento das plantulas de alface. Muitos tratamentos ndo apresentaram associagdo
entre o desenvolvimento radicular e o crescimento da parte aérea. Trés dos sete
tratamentos citados acima, produtores de AIA, proporcionaram maior comprimento do
hipocétilo. Outros quinze isolados, produtores ou nao de diferentes metabdlitos, foram
capazes de promover crescimento radicular na auséncia do patégeno em relagdo ao
controle, sendo que esse efeito também se refletiu no desenvolvimento do hipocotilo das
plantulas tratadas com Ps 21A, Ps 21C, Ps 22B, Ps 140B, Ps 140C, Ps 143B, Ps 143C e
Ps 221 e Ps 223 (Figura 3).
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Tabela 4. Presenca (+) ou auséncia (-) dos metabolitos produzidos pelos isolados

bacterianos do grupo fluorescente de Pseudomonas spp. (Continua).

Isolados

HCN

AIA @

B-1,3 glucanase

Celulase

Pectinase

Ps-21A
Ps-21B
Ps-21C
Ps - 22A
Ps-22B
Ps-23B
Ps - 23C
Ps-31B
Ps-31C
Ps-31D
Ps-32A
Ps - 33A
Ps - 34C
Ps-41B
Ps - 42B
Ps - 43B
Ps - 44A
Ps - 45A
Ps - 45C
Ps - 46A
Ps-47A
Ps-47B
Ps -47C
Ps - 47D
Ps-51A
Ps-51B

+

_|._

+

(DHCN - 4cido hidrocianico
@ATA - 4cido indol acético
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Tabela 4. Presenca (+) ou auséncia (-) dos metabolitos produzidos pelos isolados
bacterianos do grupo fluorescente de Pseudomonas spp. (Continuagao).

Isolados HCN @ AIA @ B-1,3 glucanase  Celulase Pectinase

Ps 53A + + - - -
Ps 54A + - - - -
Ps 54B - - - - -
Ps 54C - + + - -
Ps 60B - - - - -
Ps 62A -
Ps 63A -
Ps 70 -
Ps 73 -
Ps 85 -
Ps 89 -
Ps 91 - - - - -
Ps 92 - - - - -
Ps 140B - - - - -
Ps 140C - - - - -
Ps 141A - - - - -
Ps 142A - - - - -
Ps 142B - - - - -
Ps 143A - + - - -
Ps 143B - + - - -
Ps 143C - - - - -
Ps 221 - - + - -
Ps 222 - - + - -
Ps 223 -
Ps 851D -
Ps 852B -

+ o+ o+
1
1

(DHCN - 4cido hidrocianico
@ATA - 4cido indol acético
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Tabela 4. Presenca (+) ou auséncia (-) dos metabolitos produzidos pelos isolados
bacterianos do grupo fluorescente de Pseudomonas spp. (Continuagao).

Isolados HCN @ AIA @ B-1,3 glucanase  Celulase Pectinase
Ps 852C - + - - -
Ps 857C - + - - -
Ps 864C - - + - -
Ps 865A - + - - -
Ps 866A - - + - -
Ps 866B - - + - -
Ps 871B - - + - -
Ps W4F58 - - - - -

(DHCN - 4cido hidrocianico
@DAIA - 4cido indol acético

Os isolados Ps 21B, Ps 22A, Ps 47A, Ps 47B e Ps 53A produtores de AIA e
também de 4cido hidrocianico (HCN) ndo apresentaram nenhum efeito benéfico sobre o
crescimento radicular nos tratamentos que ndo receberam o inoculo de P.
aphanidermatum. Entretanto, o isolado Ps 21A, produtor de HCN, foi benéfico ao
crescimento radicular tanto na auséncia quanto na presenca do patogeno. BAGNASCO
et al. (1998) concluiram que o principal mecanismo de controle de diferentes fungos
patogénicos em leguminosas foi a produ¢ao de HCN, pois isolados de P. fluorescens
produtores de sideroforos e de HCN ndo tiveram sua atividade antagoOnica afetada
quando na presenca de ferro.

O efeito das rizobactérias sobre patdogenos também poderia explicar o beneficio
no crescimento radicular resultante dos tratamentos com os isolados Ps 45A, Ps 54C e
Ps 89 que produzem a enzima (-1,3 glucanase. FRIDLENDER et al. (1993) verificaram
que o metabdlito B-1,3 glucanase, produzido por Pseudomonas cepacia, foi o
responsavel pela redu¢dao na incidéncia de doencas causadas por Rhizoctonia solani,
Sclerotium roffsii e Pythium ultimum.

Nenhuma das rizobactérias selecionadas foi identificada como produtora de
celulase. Somente o isolado Ps 63A é produtor de pectinase. HALLMANN et al. (1997)

observaram que bactérias endofiticas, geralmente, sdo produtoras de celulase e
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pectinase. Apd6s a colonizagdo radicular, as bactérias induzem a produgdo dessas
enzimas que degradam a parede celular, facilitando a penetracdo na planta hospedeira.
STURZ & NOWAK (2000) relatam que microrganismos endofiticos, assim
denominados por colonizarem o interior de tecidos vegetais, sdo mais estaveis, porque
ndo estdo expostos as condi¢des rizosféricas, o que lhes conferiria vantagem na
promocao de crescimento.

Em laboratério, para uma producdo adequada de metabolitos por rizobactérias, &
necessario que o meio de cultura possua uma fonte de carbono adequada, além de outros
nutrientes. No campo, estes nutrientes sdo provenientes de exsudados de raizes e
sementes. Contudo, existem varios fatores que podem influir na producdo de um
determinado metabdlito, exemplo: a presenca de zinco estimula a produgdo de fenazinas
(SLINIGER & JACKSON, 1992), ferro estimula a produ¢dao de HCN e inibe a de
sider6foros (VOISARD et al, 1989), temperaturas amenas favorecem a produgao de 2,4
diacetilfloroglucinol (SHANAHAN et al, 1992), determinadas fontes de carbono
possuem alta influéncia sobre o tipo e a quantidade de metabolito produzido

(GUTTERSON et al, 1992).

4.2.2 Testes em alface quanto ao antagonismo a P. aphanidermatum

Conforme comentado anteriormente, entre os tratamentos expostos ao patogeno,
35% dos isolados promoveram maior crescimento radicular. Cerca de 53% dos isolados
que apresentaram esse efeito sdo produtores de alguns dos metabolitos estudados, na sua
maioria AIA e 3-1,3 glucanase (Tabela 4). Considerando que os principais componentes
da parede celular de P. aphanidermatum sdo glucanas, é provavel, embora ndo tenha se
realizado nenhum teste especifico, que a promogao de crescimento tenha ocorrido pelo
controle do patdgeno.

Apesar de HCN ser um 4cido volatil importante na inibigdo de agentes
patogénicos, somente o isolado Ps 21A, produtor de HCN, Ps 47A e Ps 47B, ambos
produtores de HCN e AIA, foram capazes de aumentar o crescimento radicular nos
tratamentos com P. aphanidermatum. Os maiores indices de mortalidade de plantulas
quando em presenca do patogeno foram encontrados entre os isolados Ps 41B, Ps 42B e
Ps 54A, produtores de HCN (Tabela 4). Contudo, na auséncia do patogeno, ndo houve
reducdo do crescimento das plantulas, com exce¢do do isolado Ps 54A, e perda de

plantulas. Uma hipdtese para essa diminui¢do no crescimento da raiz e hipocdtilo das
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plantulas pode estar ligada ao fato de que o isolado Ps 54A seja uma bactéria deletéria.
Supde-se que na presenga do patdogeno a producdo do HCN tenha se intensificado a
ponto de comprometer o desenvolvimento vegetal. KREMER & SOUISSI (2001)
observaram que determinadas concentracdes de HCN produzidas por rizobactérias
influenciaram negativamente o crescimento de plantulas de alface, fato que poderia ter
se repetido neste experimento.

Alguns isolados como Ps 21C, Ps 43B, Ps 45C, Ps 140B e Ps 140C nao
produziram nenhum dos metabdlitos avaliados, porém apresentaram efeito benéfico
tanto nos tratamentos sem e com patogeno. E possivel que esses isolados sejam
produtores de outros compostos como fenazinas, 2,4 diacetilfloroglucinol, ou algum
tipo de sideroforo, que iniba o crescimento do patégeno.

Os isolados Ps 32A, Ps 45A, Ps 63A, Ps 89 e Ps 142B nao mostraram diferenca
estatistica entre o comprimento radicular dos tratamentos sem e com patdgeno. Quanto
ao comprimento do hipocétilo nove isolados, também, ndo diferiram quando expostos
ou ndo ao patogeno. Considerando os tratamentos que se mostraram iguais na presenca
e na auséncia de P. aphanidermatum, tanto na raiz quanto no hipocotilo, somente os
isolados Ps 32A e Ps 63A apresentaram essa caracteristica. Esse comportamento pode
ser uma forma de comprovar a capacidade antagdnica desses isolados sobre o patdégeno,
j& que ndo houve diferenga entre os tratamentos. Como se estd avaliando o experimento
in vitro, em que houve contato entre bactérias e patégeno, ¢ mais provavel que a
inibi¢do da manifestagcdo do sintoma da doenga ocorra por antagonismo.

Observa-se que o crescimento radicular e do hipocotilo dos controles de
determinados grupos avaliados, ndo apresentaram diferencas entre os tratamentos na
presenga e auséncia do patdgeno, como se a doenga ndo houvesse ocorrido. Supde-se
que o patogeno ndo tenha entrado em contato com a raiz, ou o tenha tardiamente, a
ponto de ndo comprometer o crescimento radicular ou do hipocotilo da plantula até a
avaliagao.

A utilizagdo de meio de cultura contendo 4gar para a selecdo de potenciais
agentes de controle bioldgico ¢ um processo bastante comum. Entretanto, ha relatos
sobre a reducao do efeito inibitorio de certos antibioticos (HANUS et al, 1967) e outros
metabolitos produzidos por microrganismos (GREEMBERG, 1969) por moléculas
i0nicas presentes no agar. Essas sdo consideradas responsaveis pela inativagdo quimica

de certos compostos. Contudo, hd quem defenda o emprego destes testes in vitro, ja que
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muitos isolados foram efetivos tanto em experimentos realizados in vitro como in vivo,
confirmando sua capacidade de controle bioldgico por antibiose (CATTELAN, 1994).
Embora, muitos resultados ndo possam ser associados a presenca de compostos
produzidos pelas rizobactérias, as analises bioquimicas permitem selecionar isolados
que apresentem maior probabilidade de serem eficientes em um processo de

colonizacdo e controle biologico (BAKKER et al., 1987; FRAVEL, 1988).

4.3 Teste em Plantas de Pepino
4.3.1 Primeiro experimento

Nao houve diferenga entre os tratamentos quanto a massa de matéria seca da
parte aérea (dados ndo mostrados). A massa de matéria seca das raizes, também, ndo
diferiu dos controles (Figura 4). Observando os valores encontrados no primeiro
experimento, nota-se, de maneira geral, uma grande diferen¢a na massa de matéria seca
radicular em relagdo ao segundo experimento. E possivel que essa diferenca se deva a
estresses sofridos pelas plantulas quando foram transferidas para o sistema hidropdnico.
A alta temperatura na casa-de-vegetagdo e problemas no sistema de aeragdo, durante a
fase inicial de desenvolvimento das plantas, provocaram um retardamento no seu
crescimento. Tao logo os problemas foram corrigidos, o desenvolvimento das plantas
melhorou, o que permitiu a continuidade do experimento. Entretanto, o estresse sofrido
pelas plantulas acabou comprometendo consideravelmente seu ganho de massa.

Os tratamentos com os isolados Ps 140B, Ps 141A, Ps 852C, Ps 857C e Ps 866A
nao resultaram em diferencas na massa de matéria seca radicular das plantas que
receberam o patdégeno e as que ndo o receberam. Esse tipo de resposta obtida pela
compara¢do dos efeitos da auséncia e da presenca do patdgeno nas raizes de uma
mesma planta ("raizes subdivididas") tratada também com rizobactérias pode indicar
uma forma de controle indireto do patdgeno pelos isolados bacterianos. Na literatura, ha
relatos sobre raizes de plantas tratadas com rizobactérias em que houve reducdo nos
sintomas da doenca pelo atraso e/ou diminui¢do na colonizacdo do agente patogénico
pela ativacdo de mecanismos de defesa na planta de ordem fisica e/ou bioquimica
(BENHAMOU et al., 1996; CHEN et al, 2000), fenomeno ja comentado como

resisténcia sistémica induzida, ou RSI.
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O tempo de aplicacdo da rizobactéria, sua concentragdo e o intervalo
estabelecido para a inoculagdo do patdogeno pode intervir na ocorréncia das respostas de
defesa, dentro de um periodo satisfatério para o controle da doenca (PAULITZ et al,
1992). ZHOU & PAULITZ (1994) verificaram a ocorréncia de RSI por Pseudomonas
spp. inoculadas em pepino uma semana antes da aplicagdo do inoculo de P.
aphanidermatum, usando a mesma metodologia de divisdo do sistema radicular. Neste
trabalho, semelhantemente, as bactérias foram inoculadas nas raizes uma semana antes
do indculo do patdgeno.

Os sistemas radiculares das plantas que receberam os demais isolados
bacterianos diferiram quando se comparou a parte das raizes que recebeu o patdgeno e a
que ndo o recebeu. Isso indica que as rizobactérias ndo induziram qualquer resisténcia
da planta a infeccao pelo patogeno. Nesse experimento, realizado em casa de vegetacao,
nao houve o efeito de promogao do crescimento pelas rizobactérias. No experimento in
vitro os isolados Ps 140B, Ps 140C, Ps 851D, Ps 852B, Ps 852C e Ps 857C promoveram
crescimento em plantulas de alface. No experimento com plantas de pepino, esses
isolados ndo repetiram essa agdo, considerando-se, ¢ claro, que se trata de espécies
vegetais diferentes. Todavia, os isolados Ps 140B, Ps 852C e Ps 857C tiveram efeito
benéfico sobre as plantas de pepino, ainda que, neste experimento, esse efeito tenha sido
o de minimizar os danos do patdgenos a massa de matéria seca das raizes.

Os isolados Ps 851D, Ps 852B, Ps 852C e Ps 857C sdo produtores de AIA
(Tabela 4), que poderia ter aumentado a quantidade de raizes sob seu efeito; porém no
experimento in vivo isso ndo foi observado. E possivel que rizobactérias produtoras de
AIA promovam a inibi¢cdo do crescimento radicular, devido a estimulacdo da sintese de
etileno (GLICK et al., 1998).

Na tabela 5, que mostra o comprimento do sistema radicular aos 40 dias apds a
emergéncia das plantulas, nota-se que nao houve diferenca, nessa variavel, entre as
partes com e sem patogeno de um mesmo sistema radicular, na auséncia das
rizobactérias. No entanto, houve diferenga entre ambos quando se considerou a massa
de matéria seca. Isso indica que o comprimento do sistema radicular ndo foi uma
variavel adequada para se avaliar o efeito do patogeno sobre as plantas. A concentracao
de zoosporos inoculados neste primeiro experimento foi de 7,5.10%/mL™ de suspensio.
Essa quantidade de zoosporos estd dentro do padrdo utilizado em outros estudos que vai

de 10° a 10° (CHEN et al., 1998; ONGENA et al., 1999; UTKHEDE et al., 2000).
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Tabela 5. Comprimento radicular (cm) e comprimento da lesdo (cm) nas raizes das
plantas de pepino que receberam o indculo de P. aphanidermatum e de bactérias do
grupo fluorescente de Pseudomonas spp. Médias de 4 repeticdes. Experimento 1.

Comp. radicular Comp. da lesdo
Tratamentos'"

S/Pyt.? C/Pyt. S/Pyt.? C/Pyt.
CSP 30,3 Aa 32,0 Aa 0,0 Ab 0,0 Da
CCP 26,7 Aa 20,5 Aa 0,0 Ab 18,3 ABCa
Ps 140B 45,0 Aa 27,3 Ab 0,0 Ab 18,1 ABCa
Ps 140C 28,3 Aa 23,0 Ab 0,0 Ab 17,0 ABCa
Ps 141A 31,3 Aa 20,7 Aa 0,0 Ab 11,7 Ca
Ps 142A 39,0 Aa 20,3 Ab 0,0 Ab 16,3 ABCa
Ps 851D 36,2 Aa 20,2 Aa 0,0 Ab 18,2 ABCa
Ps 852B 29,3 Aa 20,7 Ab 0,0 Ab 16,0 ABCa
Ps 852C 27,6 Aa 30,0 Aa 0,0 Ab 13,5 ABCa
Ps 857C 35,3 Aa 25,3 Ab 0,0 Ab 17,5 ABCa
Ps 864C 38,0 Aa 24,0 Ab 0,0 Ab 23,0 Aa
Ps 865A 33,3 Aa 23,7 Aa 0,0 Ab 14,5 ABCa
Ps 866A 24,0 Aa 22,0 Aa 0,0 Ab 19,6 ABCa
Ps 866B 25,0 Aa 16,5 Bb 0,0 Ab 12,6 BCa
Ps 871B 34,1 Aa 23,5 Ab 0,0 Ab 21,8 ABa

Valores seguidos de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. Letras maitsculas
comparam os tratamentos de inoculagdo com bactérias, na vertical; letras mintisculas comparam, dentro
de cada tratamento com bactérias, os tratamentos com e sem patégeno, na horizontal.

(DCSP: controle sem patogeno; CCP: controle com patégeno;

@ S/Pyt.: sem Pythium aphanidermatum; C/Pyt.: com Phytium aphanidermatum.
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O unico efeito de um isolado sobre o comprimento do sistema radicular foi o do
Ps 866B, que foi negativo, como se o isolado tivesse atuado como um patogeno,
reduzindo o comprimento radicular. O tnico composto produzido pelo isolado Ps 866B
foi a B-1,3 glucanase (Tabela 4), cuja acdo de destruicdo da parede celular do patégeno
sO poderia ser exercida se ambos ndo estivessem separados espacialmente. Além disso,
os isolados Ps 864C, Ps 866A e Ps 871B, também produtores dessa enzima, nao
influenciaram o crescimento radicular, observado pelas variaveis massa de matéria seca
e comprimento.

Quanto a largura do sistema radicular, as partes que receberam o patogeno,
identificadas como CCP, nao diferiram das partes que ndo o receberam (Figura 5). Isso
quer dizer que a largura do sistema radicular também ndo se constituiu em uma variavel
segura para avaliar o efeito de P. aphanidermatum sobre as plantas. Nao foi encontrado
na literatura trabalho que tenha utilizado essa variavel para avaliagdo da severidade da
doenca.

Nenhum isolado bacteriano resultou na diminuicdo do comprimento da lesao
provocada pelo patogeno (Tabela 5). O isolado Ps 864C obteve o maior comprimento de
lesdo, sendo que os tratamentos com os isolados Ps 141A e Ps 866B, diferiram deste por
apresentarem menor comprimento de lesdo, porém nao diferiram estatisticamente do
tratamento CCP. Todos os tratamentos que foram expostos ao patogeno diferiram dos
que ndo receberam a aplicacdo do indculo de P. aphanidermatum.

Nas variaveis nota e porcentagem de escurecimento das raizes pelo patégeno os
isolados Ps 141A e Ps 865A obtiveram os menores valores, mas nao chegaram a diferir
do CCP (Tabela 6). Os mesmos isolados ndo mostraram diferengas entre os conjuntos
radiculares expostos ou ndo ao patdgeno em ambas as varidveis, o que evidencia que a
nota e a porcentagem de escurecimento das raizes foram varidveis mais adequadas. O
proposito da utilizacdo dessas varidveis foi avaliar o progresso da doenga sobre o tecido
radicular. A doenga causada por P. aphanidermatum ¢é caracterizada pela colonizagao
das raizes pelas hifas do patdgeno, que secretam enzimas, como a celulase, provocando
a degradacdo dos tecidos e o surgimento dos diferentes sintomas, dentre os quais o

escurecimento, sintoma tipico da doenga (KRUGNER & BACCHI, 1995).
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Tabela 6. Nota, segundo escala de 1 (nenhum escurecimento radicular) a 4 (raizes
muito escurecidas) e porcentagem de escurecimento radicular das plantas de pepino que
receberam o indculo de P. aphanidermatum e de bactérias do grupo fluorescente de
Pseudomonas spp. Médias de 4 repeti¢des. Experimento 1.

Tratamentos Nota Escurecimento

s/ Pyt.@ ¢/ Pyt. s/ Pyt. c/ Pyt.
csp 1,0 Aa 1,0 Ba 0,0 Aa 0,0 Ba
CCpP 1,0 Ab 3,37 Aa 0,0 Ab 87,5 Aa
Ps 140B 1,0 Ab 3,37 Aa 0,0 Ab 63,8 Aa
Ps 140C 1,0 Ab 3,17 Aa 0,0 Ab 65,0 Aa
Ps 141A 1,0 Aa 2,37 ABa 0,0 Aa 58,8 ABa
Ps 142A 1,0 Ab 2,82 Aa 0,0 Ab 63,3 ABa
Ps 851D 1,0 Ab 3,75 Aa 0,0 Ab 88,8 Aa
Ps 852B 1,0 Ab 3,75 Aa 0,0 Ab 63,8 Aa
Ps 852C 1,0 Ab 3,00 Aa 0,0 Ab 63,8 Aa
Ps 857C 1,0 Ab 3,50 Aa 0,0 Ab 68,8 Aa
Ps 864C 1,0 Ab 3,75 Aa 0,0 Ab 96,3 Aa
Ps 865A 1,0 Aa 2,50 ABa 0,0 Aa 58,8 ABa
Ps 866A 1,0 Ab 3,50 Aa 0,0 Ab 85,0 Aa
Ps 866B 1,0 Ab 3,50 Aa 0,0 Ab 78,3 Aa
Ps 871B 1,0 Ab 3,37 Aa 0,0 Ab 88,8 Aa

Valores seguidos de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. Letras maiusculas
comparam os tratamentos de inoculagdo com bactérias, na vertical; letras mintisculas comparam, dentro
de cada tratamento com bactérias, os tratamentos com e sem patdgeno, na horizontal.

(DCSP: controle sem patogeno; CCP: controle com patogeno;

@ S/Pyt.: sem Pythium aphanidermatum; C/Pyt.: com Phytium aphanidermatum.
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4.3.2 Segundo experimento

No segundo experimento, somente o isolado Ps 45A diferiu do tratamento CSP
em relagdo a massa de matéria seca da parte aérea (dados ndo mostrados). As plantas de
pepino tratadas com esse isolado tiveram sua massa reduzida. O isolado Ps 45A,
produtor de B-1,3 glucanase, foi benéfico no experimento com alface, promovendo
maior crescimento das plantulas na presenca do patégeno, provavelmente pelo controle
direto do P. aphanidermatum. Isolados que apresentam habilidade para a supressdao de
patdgenos in vitro nem sempre mantém essa caracteristica em ensaios in Vvivo
(BAKKER et al, 1987). Segundo WELLER (1988), uma das causas desse
comportamento ambiguo seria a manipulagdo excessiva das coldnias pertencentes ao
grupo fluorescente de Pseudomonas spp. in vitro para a avaliacdo de sua capacidade
como agente de biocontrole. Possivelmente, devido a mudancas na fisiologia das células
da coldnia. Bactérias quando isoladas da rizosfera possuem uma céapsula de
exopolissacarideos (EPS), mas, quando cultivadas in vitro, devido a sua rapida
multiplicagdo, essa estrutura, geralmente se perde, surgindo mutantes deficientes em
EPS.

As massas da matéria seca das raizes que receberam os tratamentos bacterianos,
em auséncia do patdégeno, ndo apresentaram diferencas entre si (Figura 6). Também na
presenca do patégeno nenhum isolado diferiu do tratamento CCP. Embora dentre os
isolados testados houvesse rizobactérias que demonstraram capacidade de controlar P.
aphanidermatum in vitro, assim como promotores de crescimento. Nenhuma
caracteristica referentes a essas propriedades foi observada no experimento in vivo,
novamente lembrando que nos experimentos in vitro utilizaram-se plantas de alface e,
nos in vivo, de pepino.

As plantas tratadas com os isolados Ps 44A, Ps 140B, Ps 141A e Ps 143C nao
apresentaram diferencas da massa de matéria seca das raizes sem e com patdgeno.
Todos esses isolados resultaram em algum efeito benéfico no experimento in vitro. Na
determinag¢do de metabdlitos produzidos por essas rizobactérias, somente o isolado Ps
44A foi produtor de B-1,3 glucanase. Como anteriormente comentado, ndo se pode
associar qualquer efeito observado nas avaliagdes com plantas tratadas com os isolados
produtores de -1,3 glucanase, devido as discrepantes respostas obtidas. Isso se deve,

provavelmente, ao fato de que a -1,3 glucanase deveria atuar sobre o patdogeno quando
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ambos estdo em contato, o que ndo foi o caso nos experimentos com raizes
subdivididas.

Quanto ao comprimento radicular na auséncia do patdogeno (Tabela 7), nenhum
isolado foi capaz de promover maior desenvolvimento radicular, assim como no
primeiro experimento. Apenas as plantas tratadas com o isolado Ps 45A apresentaram
menor comprimento radicular, diferindo de todos os demais tratamentos na auséncia do
patogeno.

Na presenga do patégeno, somente o isolado Ps 140B diferiu do tratamento CCP
(Tabela 7), resultando em maior comprimento radicular. Considerando-se que, pela
aplicacdo da técnica de raizes subdivididas as rizobactérias e P. aphanidermatum
estavam separados espacialmente, ndo haveria o controle direto pela a¢do de uma
possivel substancia antagonica. Esse efeito poderia vir a ratificar a ocorréncia de
controle indireto do patéogeno por algum mecanismo que estivesse ligado a RSI. O
isolado Ps 140B mostrou, in vitro, eficacia na promog¢ao de crescimento na auséncia do
patdgeno e controle do P. aphanidermatum. Todavia, ndo se observou, neste
experimento, diferenca estatisticamente significativa entre as partes do sistema radicular
expostas ao patdogeno e as nao expostas, quando se considera o comprimento radicular,
no tratamento CCP, em que se pode avaliar o efeito do P. aphanidermatum na auséncia
de outros fatores. Isso invalida a afirmagdo de que tenha havido RSI pelo isolado Ps
140B, pelo menos quando se utiliza a varidvel comprimento radicular para avaliar a
inducdo de resisténcia. Contudo, faz-se necessario acrescentar que, segundo LIU et al.
(1995), a aplicacao da técnica de "raizes subdivididas" nem sempre ¢ garantia de que a
rizobactéria e o patogeno de solo estejam separados espacialmente.

Analisando o efeito da aplicagdo ou nao do patdégeno dentro de cada tratamento
com as rizobactérias, observou-se que as raizes tratadas com os dez isolados bacterianos
ndo apresentaram diferencas quanto ao comprimento radicular em relacdo as partes
expostas ao patdogeno. Contudo, o tratamento CCP também apresentou esse
comportamento. Isso leva a deduzir mais uma vez que essa variavel foi inadequada para
se constatarem diferencas significativas, conforme foi notado, também, no experimento
anterior.

O numero de zodsporos presentes na suspensio aplicada foi de 3,4.10%/mL, nio
diferindo da concentragdo utilizada no primeiro experimento, adequada para causar a

doenca.

44



Tabela 7. Comprimento radicular (cm) e comprimento da lesdo nas raizes (cm) das
plantas de pepino que receberam o inéculo de P. aphanidermatum e de bactérias do
grupo fluorescente de Pseudomonas spp. Médias de 4 repeticdes. Experimento 2.

Comp. radicular Comp. da lesao
Tratamentos'"

S/Pyt.? C/Pyt. S/Pyt.? C/Pyt.
CSp 40,5 ABa 40,2 Aa 0,0 Ab 0,0 Ba
CCP 38,5 ABa 28,1 BCDa 0,0 Ab 26,6 Aa
Ps21B 42,1 ABa 25,8 Db 0,0 Ab 18,1 Aa
Ps 32A 40,5 ABa 33,7 ABCDb 0,0 Ab 23,2 Aa
Ps 44A 40,3 ABa 32,0 ABCDa 0,0 Ab 19,7 Aa
Ps 45A 25,5Ca 27,0 CDa 0,0 Ab 20,7 Aa
Ps 63A 41,2 ABa 28,2 BCDa 0,0 Ab 24,5 Aa
Ps 89 43,7 Aa 38,2 ABa 0,0 Ab 22,2 Aa
Ps 140B 42,5 ABa 40,8 Aa 0,0 Aa 16,7 ABa
Ps 140C 37,0 Ba 32,7 ABCDa 0,0 Ab 12,5 ABa
Ps 141A 38,6 ABa 37,5 ABCa 0,0 Aa 17,7 Aa
Ps 142A 41,1 ABa 34,5 ABCDa 0,0 Ab 25,0 Aa
Ps 142B 41,3 ABa 37,5 ABCb 0,0 Ab 28,3 Aa
Ps 143C 39,0 ABa 37,5 ABCa 0,0 Ab 18,6 Aa
Ps 852C 42,1 ABa 35,5 ABCDa 0,0 Ab 13,3 ABa

Valores seguidos de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. Letras maitsculas
comparam os tratamentos de inoculagdo com bactérias, na vertical; letras mintisculas comparam, dentro
de cada tratamento com bactérias, os tratamentos com e sem patégeno, na horizontal.

(DCSP: controle sem patogeno; CCP: controle com patégeno;

@ S/Pyt.: sem Pythium aphanidermatum; C/Pyt.: com Phytium aphanidermatum.

45



Parasitas necrotréficos como P. aphanidermatum, destroem o tecido vegetal,
levando ao colapso das fungdes fisiologicas normais. O aumento da taxa de respiragdo e
a diminui¢do da taxa de fotossintese sdo funcdes fisioldgicas basicas alteradas pelo
ataque de um patoégeno, prejudicando o crescimento da planta (LEITE &
PASCHOLATI, 1995). Esperava-se que as variaveis massa de matéria seca,
comprimento e largura radicular fossem efetivas na deteccdo da expressdo dos
resultados dos tratamentos; contudo somente o primeiro parametro, a massa de matéria
seca, foi eficiente em ambos os experimentos.

As plantas que receberam a aplicag@o do isolado Ps 21B apresentaram os valores
mais baixos em relagdo a largura do sistema radicular tanto na presenga quanto na
auséncia do patogeno (Figura 7), mas essa diferenca ndo chegou a ser significativa em
relacdo ao tratamento CCP. O isolado Ps 21B, produtor de HCN e AIA, diferiu do
tratamento CSP pela reduzida largura do sistema radicular na auséncia do patégeno.
Embora, a planta tratada com o isolado Ps 21B tenha apresentado menor largura do
sistema radicular, ndo chegou a diferir do tratamento CCP. Esse foi o tnico isolado
produtor de HCN testado no experimento in vivo; pode ser que a produ¢do do HCN
tenha provocado um estresse na planta.

Nas variaveis comprimento da lesdo (Tabela 7), nota e escurecimento (Tabela 8),
nenhum tratamento diferiu do tratamento CCP a exce¢ao do tratamento CSP. Porém, o
isolado Ps 141A diferiu dos tratamentos Ps 21B, Ps 45A e Ps 63A que apresentaram
maior escurecimento segundo o padrao estabelecido na escala de notas e, também,
maior porcentagem de escurecimento.

SILVA (2002), visando ao controle de enfermidades por RSI, isolou da rizosfera
e/ou rizoplano de tomateiros cultivados em diferentes regides, 500 rizobactérias. A
partir de testes realizados em laboratério e casa-de-vegetagdo com todas as rizobactérias
isoladas, chegou-se a um isolado de Bacillus cereus (UFV-101), que reduziu a
ocorréncia natural de doengas em relacdo aos demais tratamentos em experimentos em
casa-de-vegetacdo e no campo. Das 60 rizobactérias do grupo fluorescente de
Pseudomonas spp. escolhidas para o teste em alface, neste trabalho, 21 foram
selecionadas para o teste em casa de vegetacao. Possivelmente, o desenvolvimento de
maiores estudos, com a ado¢do de um niimero maior de rizobactérias testadas, inclusive
isoladas da rizosfera da propria cultura, além do uso de novas varidveis, possa facilitar a

observagao da ocorréncia da RSI.
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Tabela 8. Nota, segundo escala de 1 (nenhum escurecimento radicular) a 4 (raizes
muito escurecidas) e porcentagem de escurecimento radicular das plantas de pepino que
receberam o indculo de P. aphanidermatum e de bactérias do grupo fluorescente de
Pseudomonas spp. Médias de 4 repeti¢des. Experimento 2.

Tratamentos Nota Escurecimento

s/ Pyt.® c/ Pyt. s/ Pyt. c/ Pyt.
csp 1,0 Aa 1,0 Ca 0,0 Aa 0,0 Ba
CCpP 1,0 Ab 3,37 ABa 0,0 Ab 88,0 Aa
Ps21B 1,0 Ab 3,50 Aa 0,0 Ab 71,0 Aa
Ps 32A 1,0 Ab 3,25 ABa 0,0 Ab 66,0 Aa
Ps 44A 1,0 Ab 3,00 ABa 0,0 Aa 64,0 Aa
Ps45A 1,0 Ab 3,62 Aa 0,0 Ab 76,0 Aa
Ps 63A 1,0 Ab 3,50 Aa 0,0 Ab 80,0 Aa
Ps 89 1,0 Aa 2,62 ABa 0,0 Ab 63,0 Aa
Ps 140B 1,0 Aa 2,62 ABa 0,0 Aa 51,0 ABa
Ps 140C 1,0 Ab 2,62 ABa 0,0 Aa 39,0 ABa
Ps 141A 1,0 Aa 2,12 BCa 0,0 Aa 41,0 ABa
Ps 142A 1,0 Ab 3,12 ABa 0,0 Ab 75,0 Aa
Ps 142B 1,0 Ab 3,25 ABa 0,0 Ab 77,0 Aa
Ps 143C 1,0 Ab 3,00 ABa 0,0 Ab 53,0 ABa
Ps 852C 1,0 Ab 2,75 ABa 0,0 Ab 38,0 ABa

Valores seguidos de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. Letras maiusculas
comparam os tratamentos de inoculagdo com bactérias, na vertical; letras mintisculas comparam, dentro
de cada tratamento com bactérias, os tratamentos com e sem patdgeno, na horizontal.

(DCSP: controle sem patogeno; CCP: controle com patogeno;

@ S/Pyt.: sem Pythium aphanidermatum; C/Pyt.: com Phytium aphanidermatum.
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b)

d)

5 CONCLUSOES

Alguns isolados foram benéficos ao crescimento tanto do hipocétilo quanto
da raiz de plantas de alface, na auséncia e na presenca de Pythium
aphanidermatum;

Dois isolados - Ps 140B e Ps 141A - propiciaram desenvolvimento das
raizes expostas ao patogeno e das ndo expostas a ele, sugerindo uma
possivel indugdo de resisténcia sistémica;

Nao foi constatada nenhuma correspondéncia entre a producdo de
metabdlitos pelos isolados bacterianos e a promog¢do de crescimento e/ou
controle bioldgico nos experimentos in vitro e in vivo.

O comprimento e largura radicular ndo se constituiram em variaveis seguras

para avaliar o efeito de P. aphanidermatum sobre as plantas.
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