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SECAO III - BIOLOGIA DO SOLO

RIZOBACTERIAS E ALFACE: COLONIZACAO RIZOSFERICA,
PROMOCAO DE CRESCIMENTO E CONTROLE
BIOLOGICO®

Adriana Nano Sottero(z’S), Sueli dos Santos Freitas(4), Arlete Marchi
Tavares de Melo® & Paulo Espindola Trani®

RESUMO

Rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCPs) podem aumentar
a producao agricola de diversas culturas. O objetivo deste trabalho foi relacionar
a colonizacio radicular e, ou, do colo de plantulas por RPCPs, avaliada in vitro,
com sua capacidade de promoc¢io do crescimento, de maneira a agilizar os testes
de selecao de isolados de rizobactérias. Além disso, testou-se o antagonismo in
vitro entre as bactérias e o fungo Fusarium sp., para verificar a possibilidade de
ser a promocio do crescimento exercida por controle biolégico de fitopatégeno.
Avaliaram-se 64 isolados de rizobactérias do grupo fluorescente de Pseudomonas
spp., de diversas origens. A avaliagio foi feita visualmente, considerando-se que a
presencga de uma névoa turva de aspecto esbranquicado ao longo e em volta da raiz
ou de névoa em volta do colo da plantula indicava a colonizacao das raizes pela
bactéria. De todos os isolados bacterianos, apenas oito resultaram em névoa ao
longo das raizes e trinta e oito colonizaram a regiao do colo. Desenvolveu-se também
um experimento em casa de vegetacio para verificar a capacidade desses isolados
de promover crescimento em plantas de alface. O substrato utilizado foi formado
por uma mistura de solo e esterco de galinha, semelhante ao usado pelos
produtores. Doze isolados promoveram o crescimento das plantas, tendo quatro
aumentado a massa de matéria seca da raiz e nove, o namero de folhas. Onze
isolados que promoveram o crescimento das plantas de alface apresentaram
colonizacéo radicular na regiio do colo. No teste de antagonismo in vitro em meio
B de King e em meio BDA, doze dos sessenta e quatro isolados avaliados
apresentaram antagonismo contra Fusarium sp., e, desses, apenas trés foram
eficientes na promocéo de crescimento de plantas de alface, tendo colonizado a
regiao do colo das plantulas.

Termos de indexacio: Pseudomonas, RPCPs, Fusarium sp.
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SUMMARY: RHIZOBACTERIA AND LETTUCE: ROOT COLONIZATION,
PLANT GROWTH PROMOTION AND BIOLOGICAL CONTROL

Plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) can increase the productivity of several
crops, including lettuce. The main objective of this study was to compare the root and/or
root collar colonizing ability on the growth promotion ability. A method of evaluation of
root colonization was tested with the main objective of speeding up screening trials for
growth enhancement of lettuce. Additionally, the antagonism in vitro between rhizobacteria
and the pathogen Fusarium sp. was tested to verify if growth promotion ability was
determined by biological control. Sixty-four bacterial isolates of fluorescent pseudomonads
from the rhizosphere of different lettuce varieties were tested in vitro to verify their capability
of colonizing lettuce roots. The presence of a turbid, milky and narrow fog around the root
zone indicated bacteria colonization. Only eight isolates colonized the root system, and
thirty-eight did in the root collar region, as could be evaluated by visual means. A greenhouse
trial was then carried out to verify the growth promotion capacity of the isolates in lettuce.
The substrate was a mixture of soil and chicken manure, similar to the one used by producers.
Twelve isolates promoted growth of plants. Among those, four increased root dry weight,
nine enhanced the number of leaves and eleven colonized the root collar. The antagonism
assay was performed in PDA medium and King’s B medium. Although twelve isolates
showed antagonistic activity against Fusarium sp., only three of them enhanced growth in

lettuce and colonized the root collar.

Index terms: Pseudomonas, PGPR, Fusarium sp.

INTRODUCAO

Os beneficios causados pelas rizobactérias
promotoras do crescimento de plantas (RPCPs)
podem ser verificados em diversas culturas, dentre
as quais se destaca a alface (Freitas et al., 2003). A
promocao de crescimento pode ser o resultado de
diversos mecanismos, a saber: controle biolégico pela
competicdo por nutrientes com o patégeno, producio
de siderdforos e antibiéticos (Kloepper et al., 1980;
Ramamoorthy et al., 2001), resisténcia induzida a
doencgas (Nandakumar et al., 2001), promogdo de
crescimento diretamente pela produgao de fitorménios
e aumento da disponibilidade de nutrientes pela
fixacdo de Ny (Antoun et al., 1998) ou solubilizacido
de P (Chabot et al., 1996). Dali, o interesse por suas
fungdes na rizosfera ter aumentado significativamente
nas ultimas décadas (Chabot et al., 1996; Gasoni et
al., 2001; Freitas et al., 2003).

Na cultura da alface, ja se observaram, em
condigdes de campo, aumentos significativos na
matéria fresca, quando as sementes foram tratadas
com Pseudomonas fluorescens e Bacillus pumilus
(Gasoni et al., 2001). Isolados de Bacillus cereus e de
Pseudomonas sp. foram eficientes no controle biol6gico
do nematéide Meloidogyne incognita, quando
inoculados em sementes de alface e tomate
(Hoffmann-Hergarten et al., 1998). Microrganismos
solubilizadores de fosfato, como Pseudomonas spp.
e Rhizobium leguminosarum, também ja foram
relatados na promocéo de crescimento em alface e
milho, tendo gerado aumentos na absorc¢io de fosfato
da ordem de 6 e 8 %, respectivamente (Chabot et
al 190R)

Ha relatos, na literatura, sobre isolados de
Pseudomonas fluorescentes que apresentaram
antagonismo in vitro contra Pythium spp., Botrytis
cinerea, Phytophthora nicotianae e Fusarium
oxysporum (Freitas & Pizzinatto, 1991;
Sarathchandra et al., 1993). Ainda que os testes de
antagonismo in vitro nem sempre apresentem o
mesmo resultado in vivo (Freitas & Pizzinatto,
1991), permitem uma primeira sele¢cio de um grande
numero de isolados num curto espaco de tempo
(Lucon & Melo, 1999). Os testes in vitro, é claro,
ocorrem em condi¢des muito diferentes das naturais,
0 que constitui a explicacdo mais facil para a
auséncia de correlacdo com os testes in vivo.
Todavia, Freitas & Pizzinatto (1997) relataram
diversos isolados tanto de Pseudomonas spp. quanto
de Bacillus spp. que diminuiram a incidéncia de
Colletotrichum gossypii em sementes de algodoeiro,
numa avaliacdo realizada em laboratdrio, em caixas
“gerbox”, na presenca e auséncia do patdgeno,
quando se avaliaram a percentagem de emergéncia
e a ocorréncia de necrose no colo.

O estabelecimento bacteriano na rizosfera é
fundamental para que o microrganismo possa
interagir com a planta. A inconstancia dos
resultados é um assunto bastante citado por diversos
autores, pois nem sempre as rizobactérias repetem
sua atuac¢do como promotoras de crescimento,
mesmo em testes realizados em condigbes
semelhantes (Chanway et al., 2000; Freitas et al.,
2003). Um dos problemas seria o fato de que os
microrganismos introduzidos nem sempre sio
capazes de se mover do local de inoculagéo, a
csamente nara ce ectabelecerem efetivamente na
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rizosfera e no rizoplano; um dos fatores responsaveis
por essa incapacidade seriam as condigdes
ambientais, conforme sugerido por Suslow (1982).
Outra hipétese seria ligada aos casos em que a
promocéao do crescimento é por controle bioldgico de
patégenos menores, isto €, aqueles que ndo causam
sintomas muito claros de doengas, apenas deprimem
o crescimento da planta como um todo. Nesses casos,
se esses patégenos nio estiverem presentes no solo,
eventualmente, n&do havera promocdo de
crescimento (Weller & Zablotowicz, 1987). Também
os fatores nutricionais do solo podem ser limitantes
na competic¢do entre bactérias, podendo resultar em
auséncia de colonizagdo radicular: Freitas et al.
(2003) obtiveram diferentes respostas quando
isolados de Pseudomonas sp. foram submetidos a
diferentes substratos com diferentes concentracoes
de nutrientes.

O objetivo deste trabalho foi relacionar a
colonizacéo radicular e, ou, do colo de plantulas por
RPCPs, avaliada in vitro, com sua capacidade de
promogao do crescimento, com vistas em agilizar os
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testes de selecdo de isolados de rizobactérias. Além
disso, testou-se o antagonismo in vitro entre as
bactérias e o fungo Fusarium sp., para verificar a
possibilidade de ser a promocio do crescimento
exercida por controle biolégico de fitopatégeno.

MATERIAL E METODOS

Obtencio dos isolados bacterianos

Dos isolados utilizados, parte foi proveniente da
colecdo de RPCPs do Instituto Agronémico (Freitas
et al., 2003), parte foi obtida da maneira descrita
abaixo (Quadro 1). Os obtidos por Freitas (1994)
provieram da rizosfera de algodoeiro, milho, soja,
pimentdo, citros, couve e solo solarizado, além de
alface. Osisolados obtidos neste trabalho provieram
todos da rizosfera de alface, podendo-se observar as
indicagoes dos locais em que foram obtidas as plantas
das duas variedades a partir das quais se fizeram
os isolamentos (Quadro 1).

Quadro 1. Origem dos isolados de bactérias do grupo fluorescente de Pseudomonas

Isolado Origem Isolado Origem
Ps 21A® Rizosfera de algodoeiro Ps 859 Rizosfera de alface
Ps 31B® Rizosfera de milho Ps 860 Cultivar Gizele (Santa Genebra)
Ps 41A®™ Rizosfera de soja Ps 861A

Ps 42B® Ps 861B

Ps 43B®M Ps 862A

Ps 44B® Ps 862B

Ps 70 Rizosfera de citros Ps 863 Rizosfera de alface
Ps 80 Rizosfera de couve Ps 864A Cultivar Gizele (Parque Ceasa)
Ps 850 Rizosfera de alface Ps 864B

Ps 91™ Rizosfera de pimentéo Ps 864C

Ps 92 Ps 865A

Ps 221M Solo solarizado Ps 865B

Ps 851A Rizosfera de alface Ps 865C

Ps 851B Cultivar Vera (Sdo Benedito) Ps 865D

Ps 851C Ps 866A

Ps 851D Ps 866B

Ps 852A Ps 867

Ps 852B Ps 868

Ps 852C Ps 869A Rizosfera de alface
Ps 852D Ps 869C Cultivar Vera (Sdo Marcos)
Ps 853A Ps 869D

Ps 853B Ps 870A

Ps 854A Ps 870B

Ps 854B Ps 870C

Ps 855B Ps 871A

Ps 855C Ps 871B

Ps 856A Ps 871C

Ps 856B Ps 872

Ps 857A Rizosfera de alface Ps 873A

Ps 857B Cultivar Gizele (Santa Genebra) Ps 873C

Ps 857C Ps 873D

Ps 858 Ps 874

M Tenlados ohtidos nor Freitac (1004)
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Para o isolamento, amostraram-se solos
rizosféricos de dois cultivares de alface (‘Vera’ e
‘Gizele’) de quatro produtores da cidade de
Campinas, cujas propriedades foram denominadas
Parque Ceasa, Santa Genebra, Sido Benedito e Sio
Marcos. Todas as propriedades apresentam uma
4area aproximada de um hectare e as atividades
caracterizam-se pela agricultura familiar. De
maneira geral, o solo das propriedades tinha
caracteristicas de solo orgénico, provavelmente pela
continua adicdo de adubos e compostos organicos,
pratica adotada pelos produtores de hortaligas.

As raizes das plantas foram agitadas, para soltar
o solo mais frouxamente a elas aderido, cortadas e
colocadas em 100 mL de solucéo esterilizada de
MgS0,.7 H,0O 0,01 mol L'! em frasco tampado. A
seguir, agitou-se o frasco por 20 min. Dessa
maneira, o solo que ainda ficara aderido as raizes
soltou-se delas. Prepararam-se dilui¢bes seriadas,
de fator 10, da suspenséo de solo, obtida, em solucao
de MgS0O,.7 H,O 0,01 mol L'l. Posteriormente,
espalhou-se 0,1 mL das dilui¢cbes desejadas com
auxilio da al¢a de Drigalski em placas com meio B
de King et al. (1954) com vistas em obter isolados
de bactérias fluorescentes. As placas foram
mantidas em temperatura de 28—30 °C por periodo
suficiente para se observar o crescimento das
colénias. As colénias fluorescentes sob luz com
comprimento de onda préximo do ultravioleta foram
isoladas como pertencentes ao grupo de
Pseudomonas sp. (Stanier et al., 1966).

Avaliacao da colonizac¢io radicular

As sementes de alfaces utilizadas foram do
cultivar ‘Brasil 221’ que faz parte do germoplasma
do Instituto Agronémico (IAC). Foram desinfetadas
com solugéo de hipoclorito de sédio a 2,5 % por um
minuto e, depois, lavadas com um litro de agua
destilada e esterilizada. Em seguida, as sementes
foram colocadas para germinar em placas de Petri
com algodéo e papel de filtro umedecido. As placas
foram embrulhadas com papel aluminio para que a
germinagao ocorresse no escuro.

Depois de 24 h, as sementes germinadas foram
colocadas em suspensoes bacterianas correspondentes
aos tratamentos de inoculagéo por 10 min, secas em
papel de filtro e, a seguir, colocadas em tubos de
ensaio — uma semente por tubo — contendo agar-
agua, com 0,6 % de 4gar, com cinco repetigoes de
cada tratamento.

A observacao da colonizacgao radicular foi feita
visualmente, de acordo com o método de Silva et al.
(2003). Cerca de dois dias depois, as plantulas que
apresentavam uma névoa turva, de aspecto
esbranquicgado, ao longo e em volta da raiz (Silva et
al., 2003) ou na regido do colo, foram consideradas
colonizadas. Para o registro desses resultados,
considerou-se, como positivo, o crescimento em
Aattatro o1 cineo doe f11tbhoce de enceaio e como necativo
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a auséncia do crescimento em quatro ou cinco dos
tubos. Registrou-se como colonizacéo parcial quando
houve crescimento em dois ou trés tubos. A regido
ao longo e em volta da raiz foi denominada sistema
radicular, neste trabalho, para facilidade de
expressdo. As duas formas de presenca da névoa —
em todo o sistema radicular ou apenas na regiao do
colo — foram registradas em separado, para verificar
se a colonizagdo da regido do colo ja indicaria a
possibilidade de interacio da bactéria com a planta
ou se, para ocorrer alguma interacgdo, seria
necessaria a presenca da bactéria em todo o sistema
radicular da plantula.

Em seguida, as plantulas foram retiradas dos
tubos de ensaio com agar, o sistema radicular foi
separado da parte aérea 2 cm abaixo do colo e
colocado em meio B de King et al. (1954) para
observar fluorescéncia apés um periodo de 24 a 48 h.
A ocorréncia de fluorescéncia no meio de cultura
confirmava a presenca de bactérias do grupo
fluorescente de Pseudomonas. As plantulas com
névoa apenas na regido do colo tiveram seu sistema
radicular cortado a partir dessa regido.

Promocao de crescimento

Para avaliar a promocao do crescimento pelos
mesmos isolados de rizobactérias utilizados no item
anterior, foi realizado um experimento com alface
cultivar ‘Brasil 221’ em vasos com 0,5 L do substrato
usado pelos produtores de mudas mantidos em casa
de vegetacdo, com cinco repeti¢oes, em delineamento
experimental inteiramente casualizado. O substrato
fol uma mistura de Latossolo Vermelho distréfico
tipico com esterco de galinha, a razdo de 10:1 em
volume. A anélise do substrato mostrou os seguintes
valores: M.O. (g dm3) 28; em mmol, dm: K, 0,9;
Ca?*, 335; Mg?", 40; H + Al, 13; soma de bases, 384,9;
pH em CaCl,, 6,9; V, em %: 97.

Antes da semeadura, as sementes foram
desinfetadas com hipoclorito de sédio a 2,5 % por
um minuto e depois secas em papel de filtro
esterilizado, em camara de fluxo laminar. Foram
colocadas quatro sementes por vaso. Dois dias apds
o plantio, as sementes receberam a suspensao de
inéculo bacteriano. Para o preparo dessa suspensao,
primeiramente os isolados bacterianos foram
mantidos em tubos de ensaio com meio B inclinado,
por 24 h, a 30 °C. Em seguida, o crescimento
bacteriano da superficie dos tubos foi raspado com
al¢a de platina, e o material obtido foi transferido
para frascos de Erlenmeyer com 100 mL de
MgS0,.7 HyO 0,01 mol L', Esse procedimento
resultou em suspensdes com aproximadamente
108 UFCs mL-l. A testemunha sem inoculacdo
recebeu a mesma quantidade em volume — 8 mL —da
solugdo esterilizada de MgS0O,.7 H,O 0,01 mol L-1.
Catorze dias apds a primeira inoculagao, as bactérias
foram reinoculadas, como ja descrito anteriormente.
A irrigagéo foi feita com agua de torneira sempre
aO11é NeceReario
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O desbaste foi efetuado no 25° dia, ficando
somente uma planta por vaso. No 37° dia, cada vaso
recebeu um grama de nitrocalcio para fornecer N as
plantas. Cinqlienta e seis dias apds a semeadura,
realizou-se a colheita, pelo corte da parte aérea e
retirada das raizes, com jatos d’Agua abundantes,
de modo a recuperar o maximo possivel do sistema
radicular. Apds a colheita, avaliou-se a matéria seca
da parte aérea e da raiz.

Teste de antagonismo in vitro

Procedeu-se ao isolamento de possiveis patégenos
existentes no solo do experimento anterior. Foram
amostrados 10 g de solo sem e com esterco, ambos
sem inoculacéo de bactéria, e colocados em 90 mL
de solucdo esterilizada de MgS0O,.7 H50 0,01 mol L1
em frasco tampado. Agitou-se o frasco por 20 min.
A seguir, prepararam-se diluigdes de fator 10 dessa
suspensio de solo em solu¢do de MgS0,.7 Hy0
0,01 mol L' até a diluicdo 10°. Posteriormente,
espalhou-se 0,1 mL das dilui¢cées em placas de Petri
que continham meio de Martin (Tuite, 1969) em
duplicata. As placas foram mantidas em 28 °C por
periodo suficiente para se observar o crescimento
do fungo. Os fungos que se apresentavam em
colonias puras foram transferidos para tubos
inclinados que continham meio BDA.

O Unico fungo potencialmente patogénico assim
isolado, Fusarium sp., foi confrontado com os 64
isolados bacterianos, para verificar a ocorréncia de
antagonismo in vitro. Cilindros com crescimento
fingico em meio de cultura, com 3 mm de didmetro,
foram transferidos para o centro das placas de Petri
em meio B de King et al. (1954) e em meio BDA. As
placas foram mantidas em 28 °C por 48 h. As
bactérias, em meio B de King, foram mantidas em
crescimento por 24 h a 28 °C e, em seguida,
transferidas com alca de platina para quatro pontos
equidistantes entre si e do centro da placa, que ja
continha o fungo. O crescimento fingico, antes da
inoculacdo bacteriana, apresentava 3 cm de
diametro. As placas foram mantidas em incubadora,
nas mesmas condicoes, avaliando-se a ocorréncia de
antagonismo apés 24 h e, novamente, ap6s 48 h. A
avaliacdo da ocorréncia de antagonismo foi feita
visualmente, pelo confronto entre placas com ambos
os organismos e placas-controle, apenas com a
colonia do fungo. Avaliou-se o crescimento fingico
nas proximidades das colonias bacterianas, por meio
de observacoes das caracteristicas do crescimento
dos microrganismos e comparacido com as placas-
controle.

Analises estatisticas

Os dados de massa de matéria seca da parte
aérea, de raizes e total e o nimero de folhas de alface
foram submetidos a andalise de variancia pelo teste
F. As médias foram comparadas pelo teste unilateral
de Ditnnett a & 0/
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacao da colonizacio radicular

Dos isolados estudados, apenas oito — Ps 31B,
Ps 852A, Ps 852B, Ps 864B, Ps 870C, Ps 871A,
Ps 873A e Ps 873C —colonizaram a plantula de alface
ao longo das raizes e 38 a regido do colo (Quadro 2).
Os oito isolados que colonizaram totalmente o
sistema radicular — 12 % do total de isolados —
também colonizaram a regido do colo. Dez isolados
— 16 % do total — ndo colonizaram nem o entorno do
sistema radicular nem a regido do colo.

Dos dezoito isolados que colonizaram
parcialmente o sistema radicular, dezesseis
colonizaram a regido do colo, indicando que mesmo
a colonizacado parcial do sistema radicular, da
maneira como foi definida neste trabalho, pode ser
indicadora da capacidade das bactérias em
colonizarem o colo (Quadro 2).

Asbactérias testadas apresentaram capacidades
de colonizacao diferentes, ou seja, algumas
colonizaram o sistema radicular, outras o colo ou,
ainda, os dois. K possivel que essa caracteristica, a
colonizac¢do de uma ou outra regido, varie entre os
isolados. Habe & Uesugi (2000) verificaram que o
numero de bactérias que colonizaram o rizoplano,
que é a interface das raizes e do solo circundante,
foi maior que o das bactérias que colonizaram a
rizosfera, isto é, a regido do solo sob influéncia das
raizes.

A concentragdo de bactérias na regido proxima
ao colo da planta, mas sem nenhuma colonizagéo ao
longo das raizes, pode indicar um isolado bacteriano
que, por ter maiores necessidades de O, desloca-se
para a superficie em busca de O,, resultando em
falha na colonizacido geral das raizes (Uesugi,
2003).

Como néo foi feita adi¢do de fonte de C ao meio
utilizado, composto apenas por agar e d4gua, somente
se desenvolveram as bactérias que conseguem
sobreviver utilizando os exsudatos radiculares da
plantula de alface ou que sdo atraidas por
quimiotaxia (Habe & Uesugi, 2000). Esse deve ser
o caso das bactérias do género Pseudomonas,
conhecidas como habitantes de rizosfera, o que
explica a sua capacidade de usar exsudatos
radiculares (Nehl & Brown, 1996; Misko & Germida,
2002). Segundo Freitas (1994), o estabelecimento
do microrganismo na rizosfera garante sua interacio
com a planta, mesmo que essa relagdo seja
prejudicial.

Métodos in vitro de monitoramento da
colonizac¢do radicular podem ser eficientes para
selecionar possiveis agentes de controle biolégico in
vivo ou promotores de crescimento (Habe & Uesugi,
2000; Silva et al., 2003). A vantagem da avaliacdo
da colonizacéo in vitro reside no fato de permitir a
avaliacao ranida de um osrande ntimero de 1solados.
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Quadro 2. Ocorréncia de colonizacao do sistema radicular (SR) e na regiao do colo (CL) de alface in vitro

Colonizacéao Colonizacéao Colonizacao Colonizacéao

Isolado - Isolado — Isolado ——— Isolados ———————
SR CL SR CL SR CL SR CL

Ps 21A - Ps 852A + + Ps 859 +/- + Ps 867 +/- +
Ps 31B + + Ps 852B + + Ps 860 + Ps 868 +/- +
Ps 41A - + Ps 852C +/- + Ps 861A - + Ps 869A +/- +
Ps 42B + Ps 852D - + Ps 861B +/- + Ps 869C +/- +
Ps 43B - + Ps 853A - +/- Ps 862A - +/- Ps 869D - +
Ps 44B +/- +/- Ps 853B - +/- Ps 862B - +/- Ps 870A - +/-
Ps 70 - + Ps 854A - +/- Ps 863 - +/- Ps 870B +/- +
Ps 80 - +/- Ps 854B +/- + Ps 864A - + Ps 870C + +
Ps 85 - + Ps 855B - + Ps 864B + + Ps 871A + +
Ps 91 - +/- Ps 855C - +/- Ps 864C +/- + Ps 871B - +
Ps 92 - + Ps 856A - +/- Ps 865A - +/- Ps 871C -
Ps 221 +/- + Ps 856B - - Ps 865B +/- + Ps 872 -
Ps 851A Ps 857A - - Ps 865C +/- + Ps 873A + +
Ps 851B Ps 857B - - Ps 865D +/- + Ps 873C + +
Ps 851C - - Ps 857C - - Ps 866A - + Ps 873D - +/-
Ps 851D - +/- Ps 858 +/- +/- Ps 866B +/- + Ps 874 +/- +

M+ = coloniza¢do em plantulas de quatro ou cinco tubos de ensaio. -
ensaio. +/- = colonizagdo parcial em dois ou trés tubos de ensaio.

Promocéio de crescimento

Dos 64 isolados de Pseudomonas sp. avaliados,
doze — cerca de 18 % do total — promoveram o
crescimento das plantas (Quadro 3). Quatro isolados
—Ps 31B, Ps 80, Ps 852A e Ps 853B — aumentaram
a massa de matéria seca da raiz das plantulas em
que foram inoculados em relagdo a testemunha e
nove — Ps 853B, Ps 854B, Ps 861A, Ps 8618,
Ps 864C, Ps 866A, Ps 866B, Ps 872 e Ps 873C —
aumentaram o numero de folhas. Como se pode ver,
um dos isolados — Ps 853B — foi benéfico tanto
quando se considerou o aumento da matéria seca
da raiz quanto o do ntimero de folhas. Esse isolado
colonizou parcialmente a regido do colo.

Esses resultados demonstram a dificuldade de
associacdo dos resultados obtidos in vitro com os
obtidos no campo. Demonstram também que a
colonizagdo do colo em meio de cultura pode ser
suficiente para considerar a bactéria capaz de se
associar a planta. De maneira semelhante, Silveira
et al. (1995) observaram aumento da massa de
matéria seca das raizes de plantas de feijao que
receberam isolados de Pseudomonas sp., mas nio
houve diferengas quanto a matéria seca da parte
aérea. Inversamente, também em alface, Gasoni et
al. (2001) obtiveram respostas positivas apenas em
relacdo a massa da matéria fresca da parte aérea.
Chiarini et al. (1997), por sua vez, obtiveram
aumentos significativos tanto na massa da matéria
fresca da parte aérea como também da raiz quando
plantas de sorgo receberam Pseudomonas
flr0reccene o11 Ruurbholderia conacia

= auséncia de colonizag¢do em quatro ou cinco tubos de

Na comparacio dos efeitos dos isolados sobre o
crescimento das plantas (Quadro 3) com os dados
sobre a colonizac¢do radicular (Quadro 2), observa-
se que dois dos isolados que aumentaram a matéria
seca das raizes— Ps 31B e Ps 852A— colonizaram
tanto o sistema radicular quanto a regido do colo,
enquanto os outros dois — Ps 80 e Ps 853B —
colonizaram somente a regido do colo e, ainda assim,
parcialmente.

Dentre os nove isolados que aumentaram
significativamente o ntmero de folhas, apenas um
— Ps 872 — néo exibiu forma de colonizacido do
sistema radicular ou do colo das plantas em que foi
inoculado (Quadros 2 e 3). Essa auséncia de
colonizacéo pode indicar que o método de avaliagdo
aqui testado tem limitagoes ou, ainda, que o isolado
pode ser um colonizador endofitico, situagdo em que
sua presenca nao seria detectada externamente as
raizes. Na literatura, ha trabalhos sobre isolados
de Pseudomonas e Bacillus que colonizam
endofiticamente plantulas de abeto hibrido (Picea
glauca x engelmannii) (Shishido et al., 1999;
Chanway et al., 2000). Essas bactérias, por
colonizarem internamente os tecidos da raiz, podem
ser mais efetivas como RPCPs, pois nfo estariam
tdo vulneraveis as condigdes do solo e do ambiente
(Sturz & Nowak, 2000).

Osisolados Ps 91 e Ps 856A reduziram a massa
de matéria seca da parte aérea das plantas em que
foram inoculados. Freitas et al. (2003) obtiveram
resultado semelhante com o préprio isolado Ps 91,
oam alie fodac ae nlantac alie o receheram morraram
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Quadro 3. Massa da matéria seca (MS) da parte aérea, raizes e total e naimero de folhas de alface em
presenca de diferentes isolados fluorescentes do género Pseudomonas

MSs Numero de Ms Nuamero de
Isolado Isolado
Parte aérea Raiz Total folhas Parte aérea Raiz Total folhas
g g

Testemunha 2,00 1,51 3,562 19,4 Ps 859 2,08 1,71 3,79 21,6
Ps 21A 2,06 1,41 3,47 20,0 Ps 860 2,13 1,97 4,10 22.8
Ps 31B 1,96 2,860 4,82 20,0 Ps 861A 2,19 2,15 4,34 24,40
Ps 41A 1,99 1,91 3,90 22,0 Ps 861B 1,98 1,62 3,59 23,6
Ps 42B 1,79 1,97 3,76 18,6 Ps 862A 1,81 1,47 3,28 21,0
Ps 43B 2,16 2,3 4,46 20,2 Ps 862B 1,92 1,46 3,38 21,4
Ps 44B 1,54 2,19 3,74 19,0 Ps 863 2,37 2,16 4,53 22,8
Ps 70 1,84 1,43 3,27 20,2 Ps 864A 1,70 1,25 2,95 19,4
Ps 80 1,82 2,900 4,72 21,2 Ps 864B 1,87 1,61 3,48 22,2
Ps 85 1,83 1,06 2,89 20,4 Ps 864C 2,28 1,77 4,05 23,20
Ps 91 1,34M 1,66 3,00 18,6 Ps 865A 2,11 2,39 4,50 23,0
Ps 92 2,05 2,16 4,21 21,2 Ps 865B 1,83 2,12 3,95 22,8
Ps 221 1,61 1,55 3,16 19,8 Ps 865C 2,00 2,30 4,31 22,0
Ps 851A 1,87 2,39 4,26 21,2 Ps 865D 2,26 2,64 4,90 22,4
Ps 851B 1,86 2,18 4,03 20,2 Ps 866A 2,17 2,07 4,24 23,20
Ps 851C 2,27 2,55 4,82 22,6 Ps 866B 2,32 2,18 4,50 23,20
Ps 851D 2,03 259 4,62 20,8 Ps 867 2,17 2,13 4,30 23,0
Ps 852A 1,51 2,920 4,43 20,6 Ps 868 2,26 2,19 4,44 21,4
Ps 852B 1,72 2,40 4,12 21,0 Ps 869A 2,32 2,48 4,80 23,0
Ps 852C 2,04 2,11 4,15 21,2 Ps 869C 1,51 1,17 2,68 19,2
Ps 852D 2,14 2,65 4,79 22,4 Ps 869D 1,98 2,40 4,38 22,4
Ps 853A 1,96 215 4,11 21,8 Ps 870A 2,12 2,65 4,78 23,0
Ps 853B 2,17 3,000 5,17 23,60 Ps 870B 1,83 2,27 4,10 21,2
Ps 854A 1,82 1,96 3,78 22,8 Ps 870C 1,98 1,83 3,81 22,0
Ps 854B 2,28 2,43 4,71 23,2 Ps 871A 1,68 2,64 4,32 21,8
Ps 855B 1,94 2,40 4,34 21,8 Ps 871B 2,24 1,81 4,06 23,0
Ps 855C 1,92 2,22 4,14 23,0 Ps 871C 1,80 1,60 3,40 20,6
Ps 856A 1,320 1,89 3,21 18,0 Ps 872 2,13 2,37 4,49 23,60
Ps 856B 1,77 1,90 3,68 19,6 Ps 873A 1,86 2,15 4,01 21,8
Ps 857A 1,97 2,74 4,70 20,6 Ps 873C 2,19 2,04 4,23 25,00
Ps 857B 1,95 2,11 4,06 22,2 Ps 873D 1,70 1,85 3,55 22,0
Ps 857C 1,88 1,74 3,63 21,6 Ps 874 2,2 1,93 4,12 22.8
Ps 858 1,66 2,07 3,74 20,4

@ Estas médias diferem da testemunha pelo teste unilateral de Dunnett a 5 %.

em um experimento com areia esterilizada. Neste
trabalho, ambos os isolados colonizaram
parcialmente a regido do colo (Quadros 2 e 3), o que
vem novamente ao encontro da afirmagao de que a
colonizacdo radicular é necessaria para a interacio
com a planta, seja de forma benéfica, seja prejudicial.

Numa analise geral, também levando em conta
a relagdo entre o estabelecimento das bactérias na
regido rizosférica e algum efeito sobre o crescimento
vegetal, dez isolados bacterianos — Ps 21A, Ps 851A,
Ps 851B, Ps 851C, Ps 856B, Ps 857A, Ps 8578,
Ps 857C, Ps 871C e Ps 872—néo colonizaram a regido
do colo nem a da raiz. Os nove primeiros nao
influenciaram o crescimento das plantas, seja quanto
a massa de matéria seca, seja quanto ao nimero de
folhas; apenas o isolado Ps 872 promoveu aumento
no niimero de folhas conforme diccutido acima

Outros trinta e nove isolados — 61 % do total —,
embora tenham apresentado algum tipo de
colonizacgdo, ndo exerceram influéncia sobre o
crescimento vegetal. Assim, a avaliacdo da
colonizacédo radicular pela observacio da névoa na
regido do colo é suficiente para indicar a ocorréncia
dessa interacdo, ainda que ndo seja um método
absolutamente seguro, pela possibilidade da
ocorréncia de bactérias endofiticas.

Teste de antagonismo in vitro

Pelos procedimentos realizados, obtiveram-se
isolados de Aspergillus sp., Penicillium sp. e
Fusarium sp. (dados ndo apresentados). Desses,
apenas o ultimo foi utilizado nos testes de
antagonismo, por ser o Unico potencialmente
patooénico as nlantas de alface
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A colonia faingica nas proximidades das colonias
bacterianas apresentou duas formas de crescimento:
numa delas havia competicdo entre as colonias dos
microrganismos, com o fungo evitando crescer sobre
a colonia bacteriana; na outra forma, nao houve
qualquer inibicdo do crescimento, tendo ocorrido
crescimento fingico sobre a colénia bacteriana. Nao
foram observados halos de inibi¢do. Freitas &
Pizzinatto (1991; 1997) utilizaram os mesmos dois
meios de cultura usados neste trabalho, porque, por
ser pobre em Fe, o meio B de King estimula a
producao de siderdforo, o que nio ocorre em BDA;
essas caracteristicas permitiram distinguir a forma
pela qual os isolados exerciam seu antagonismo
contra os patdgenos testados. Todavia, essa
comparacao nao pode ser feita neste trabalho, ja que
nao se observou a ocorréncia de halos de inibi¢io.
Quando houve intera¢ao, as bactérias apenas
impediram o crescimento do fungo por cima das
colonias bacterianas, indicando uma possivel
competicdo por nutrientes. No antagonismo, um dos
microrganismos diminui o crescimento do outro,
geralmente pela produgdo de substancias toxicas,
enquanto, na competi¢do, ha luta por um ou mais
fatores limitantes.

Apenas 12 de 64 isolados (Quadro 4) de
Pseudomonas testados - cerca de 18 % do total -
apresentaram algum efeito sobre o crescimento in

vitro do fungo Fusarium sp. Desses doze, somente
os isolados Ps 864C, Ps 866A e Ps 866B promoveram
o crescimento das plantas de alface (Quadro 3). O
isolado Ps 866B interagiu com o fungo tanto em meio
BDA quanto em meio B de King (Quadro 4). Os
outros isolados — Ps 864C e Ps 866A — competiram
com o fungo apenas em BDA. Os trés isolados
ocorreram na regido do colo, tendo os isolados
Ps 864C e Ps 866B apresentado colonizagao parcial
das raizes (Quadro 3). Ha muitos trabalhos que
relatam auséncia de correlacdo entre antagonismo
in vivo e in vitro (Freitas & Pizzinatto, 1991; 1997).
Diferentemente, Lucon & Melo (1999) observaram
que 94 isolados apresentaram atividade antagonica
contra Erwinia carotovora, tendo 41 - cerca de 43 %
do total - sido capazes de reduzir a severidade da
doenga em tubérculos de batata nos testes in vivo.

Osisolados Ps 851D, Ps 852B, Ps 852C, Ps 857C,
Ps 864A, Ps 865A e Ps 871B, mesmo competindo com
o fungo e colonizando a regido do colo, ndo foram
eficientes como promotores de crescimento
(Quadros 2, 3 e 4).

Bagnasco et al. (1998) obtiveram antagonismo in
vitro contra Pythium ultimum e Rhizoctonia solani.
Dos 541 isolados de Pseudomonas spp. fluorescentes
testados, apenas 20 — 3 % do total - apresentaram
atividade antagonica in vitro, dos quais trés
reduziram a incidéncia das doencgas causadas pelos

Quadro 4. Presenca (+) ou auséncia (-) de competigio in vitro entre bactérias do grupo fluorescente do
género Pseudomonas e o fungo Fusarium sp. em meio BDA e em meio B de King et al. (1954)

Isolado BDA B de King Isolado BDA B de King Isolado BDA B de King
Ps 21A - - Ps 854A Ps 865C
Ps 31B - - Ps 854B Ps 865D -
Ps 41A - - Ps 855B Ps 866A + -
Ps 42B - - Ps 855C Ps 866B + +
Ps 43B - - Ps 856A Ps 867
Ps 44B - + Ps 856B Ps 868
Ps 70 - - Ps 857A Ps 869A
Ps 80 - - Ps 857B Ps 869C
Ps 85 + + Ps 857C + Ps 869D
Ps 91 - - Ps 858 Ps 870A
Ps 92 - - Ps 859 Ps 870B
Ps 221 - - Ps 860 Ps 870C
Ps 851A Ps 861A Ps 871A -
Ps 851B - - Ps 861B Ps 871B - +
Ps 851C - - Ps 862A Ps 871D
Ps 851D + - Ps 862B Ps 872
Ps 852A - - Ps 863 Ps 873A
Ps 852B + - Ps 864A + Ps 873C
Ps 852C + - Ps 864B Ps 873D
Ps 852D - - Ps 864C + Ps 874
Ps 853A - - Ps 865A +
Ps 853B - - Ps 865B
+ = competicdo, com o fungo evitando crescer sobre a colonia bacteriana. — = auséncia de competi¢do, com crescimento fingico sobre

a enlénia hacteriana
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patdégenos em testes in vivo. O percentual de isolados
antagonicos varia bastante na literatura: Freitas &
Pizzinatto (1997) relataram que 83 % dos isolados de
Pseudomonas sp. do grupo fluorescente apresentaram
antagonismo a Colletotrichum gossypii.

Neste trabalho, a interacdo manifestou-se, mais
provavelmente, como competi¢do por nutrientes e
nao como antagonismo. Por isso, nao foi possivel
relacionar a interagdo in vitro com a capacidade de
promogao do crescimento pelas bactérias.

CONCLUSOES

1. A visualizagdo de névoa na regido do colo da
planta indicou a presencga da bactéria na rizosfera.

2. A presenca de bactérias na regido do colo ndo
significou necessariamente efeito da bactéria sobre
o crescimento vegetal.

3. Alguns isolados de bactérias do grupo
fluorescente do género Pseudomonas apresentaram
competic¢do in vitro contra Fusarium sp., de modo
néo determinado.

4. Ndo houve relacdo entre a promogao do
crescimento e a competigdo in vitro.
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