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1 RESUMO

O trabalho foi realizado nas instalacbes do Departamento de Producéo
Vegetal/Defesa Fitossanitaria da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas-UNESP (22°51°S e
48°26’W)- Botucatu/SP e consistiu da instalacdo de dois experimentos idénticos em épocas
distintas com duas etapas cada. A primeira destas objetivou verificar o efeito da solarizacéo
sobre a comunidade nativa de Pseudomonas spp. fluorescentes no campo e em tunel pléstico.
Nesta fase, monitorou-se a populacdo das bactérias aos 0, 7, 14, 21, 28 e 35 dias durante a
solarizacdo. Na segunda etapa, verificou-se a inducgdo de supressividade do solo, no controle
da doenca, em feijoeiro na cultivar ‘1AC Carioca’, causada por Rhizoctonia solani GA 4 HGI,
agente causal do ‘damping-off’ do feijoeiro, através do emprego do solo previamente
solarizado ou ndo, transportado para vasos, sob condi¢des de casa-de-vegetacdo. Monitorou-se

a populacdo das bactérias em meio B de King e o indice de severidade de R. solani aos 7, 14 e



21 dias ap6s a semeadura através de escala de notas. Para a inoculagdo o fungo foi cultivado
em substrato areno-organico e incorporado ao solo na proporgéo de 0,5% p/v.

A deteccdo endofitica ou epifita de Pseudomonas spp. fluorescentes
em sementes de feijdo, o teste de antagonismo a Rhizoctonia solani e a caracterizacdo genérica
atraves de testes morfologicos e bioquimicos, foram feitos em condicdes de laboratdrio.

O tempo de solarizacdo foi de 35 dias nos periodos de 19/11/99 a
24/12/99 e de 17/02/00 a 23/03/00. Observou-se maiores temperaturas em tunel plastico nos
dois periodos. As maiores médias maximas no campo e tunel plastico foram maiores no
primeiro periodo do que no segundo.

A solarizacdo e auséncia de cobertura vegetal diminuiram a populacéo
das bactérias a niveis indetectveis no campo e tunel. A solarizagdo, no campo e tanel, ndo
induziu supressividade do solo para R. solani. Nao se observou bactérias endofiticas e epifitas
nas sementes de feijdo. Verificou-se antagonismo ‘in vitro’, nos meios BDA e B de King,
pelas duas bactérias fluorescentes, isoladas no transcorrer dos experimentos, frente a R. solani
AG 4 HGI. As bactérias utilizadas no teste de antagonismo foram caracterizadas como

pertencentes ao género Pseudomonas tipo fluorescentes.



SOLARIZATION EFFECT ON THE POPULATION OF THE ANTAGONIST Pseudomonas
spp. FLUORESCENT AGAINST Rhizoctonia solani kiihn GA 4 HGI. Botucatu, 2000.
71p. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/Protecdo de Plantas) — Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas, Universidade Estadual Paulista.

Author: CESAR JUNIOR BUENO
Adviser: NILTON LUIZ DE SOUZA

2 SUMMARY

The study was carried out at the Departament of Plant Production -
UNESP- Botucatu/SP, Brazil (22°51’S and 48°26°W). The study consisted of two identical
experiments installed in different periods with two stages each. The objective of the first
experiment was to verify the effect of solarization on the native community of fluorescent
Pseudomonas spp. under field and plastic tunnel conditions. The bacterium population was
monitored at 0, 7, 14, 21, 28 and 35 days of solarization. In the second experiment, it was
verified a possible induction of soil suppressiveness to control disease, caused by Rhyzoctonia
solani GA 4 HGI on bean ‘IAC Carioca’, through solarized or not solarized soil transferred to
vases, under greenhouse conditions. The bacterium population was monitored in King’s B
medium and the severity rate of R. solani was determined at the 7, 14 and 21 days after sowing
using a scale of notes. R. solani was cultivated for inoculation in sand-organic substratum and
incorporated at the soil in the 0.5 w/v proportion.

The detection of the endophytic or epiphytic forms of the fluorescent

Pseudomonas spp. in bean seeds, the antagonism test against Rhizoctonia solani and the



generic characterization by the morphological and biochemistry tests were made under
laboratory conditions.

The extension of the solarization was 35 days, from 11/19/00 to
12/24/00 and from 02/17/00 to 03/23/00. The greatest temperatures were observed in plastic
tunnel in both periods. The greatest maximum media temperatures were bigger in the first
period than in the second one.

The soil solarization and the absence of vegetable mulching decreased
the bacteria population at undetected levels in the field and tunnel. The soil solarization in the
field and tunnel did not induce soil suppressiveness to R. solani. It was not observed
endophytic and epiphytic forms of the fluorescent bacteria Pseudomonas spp. on the bean
seeds. It was verified “in vitro” antagonism in the King’s B and PDA medium against the R.
solani GA 4 HGI by the two fluorescent bacterium isolated during the experiments. The
bacterium used in the antagonism test were characterized as belonging at the fluorescent forms

of the Pseudomonas genus.

Key words: Soil solarization, fluorescents Pseudomonas, Rhizoctonia solani, soil

suppressiveness.



3 INTRODUCAO

A técnica de cultivo protegido tem aumentado significativamente no
Brasil e, principalmente no estado de Sdo Paulo. Entretanto um dos fatores limitantes a este
desenvolvimento é o aumento de doencas causadas por fungos de solo em certas culturas,
ocasionando, principalmente, danos radiculares e vasculares nas plantas. Um fitopatogeno de
solo com destaque em relacéo a sua agressividade € o fungo Rhizoctonia solani Kihn. Trata-se
de organismo necrotrofico, habitante de solo, que ataca grande nimero de espécies vegetais
em todo o mundo, causando, comumente, “damping-off” em plantulas e podridao de raiz e
colo. O patdgeno torna-se ainda mais problematico em cultivo protegido devido as condi¢des

altamente favoraveis que encontra. Como alternativa ao controle quimico, a solarizacdo tem



sido bastante estudada, tratando-se de uma das poucas técnicas utilizadas no controle de
diversos patégenos do solo.

Algumas bactérias do género Pseudomonas, do tipo fluorescentes, séo
sensiveis a solarizacdo, mas recompdem suas populagdes em solo solarizado, devido a
liberacdo de exsudados oriundos de sementes e raizes de plantas plantadas, aos niveis de
torna-lo supressivo a fitopatdgenos. Em funcdo do potencial destas bactérias, o trabalho teve
como objetivo:
- verificar a sensibilidade de Pseudomonas fluorescentes a solarizacdo em condic¢des de campo
aberto e tanel plastico; - constatar a provavel supressdo de Rhizoctonia solani por
Pseudomonas fluorescentes; - verificar a provavel presenca endofitica e epifitica de
Pseudomonas fluorescentes em sementes de feijdo IAC Carioca, o biocontrole ‘in vitro’ a
Rhizoctonia solani e a caracterizacdo genérica da bactéria.

Justificou-se o presente trabalho pelo aumento no sistema de cultivo
protegido e pela tendéncia mundial de reducdo no uso de defensivos quimicos, procurando
alternativas mais baratas, eficientes, com efeito prolongado, e menos prejudiciais ao homem e

ao ambiente.



4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Rhizoctonia solani

Os patogenos de solo sdo os de maior importancia devido ao uso de
sistemas de irrigacdo tipo pivd, plantios adensados, monocultura, cultivo protegido entre
outros. O impacto da ocorréncia, principalmente das doencas fungicas, estd no fato de
limitarem a produgédo nestes sistemas e na auséncia de solucGes para o seu controle a curto
prazo (Café Filho & Lobo Junior, 2000). Dentre esses patdgenos de solo, destaca-se o fungo
Rhizoctonia solani.

Rhizoctonia solani Kihn é um fungo necrotréfico, habitante de solo,
que ataca grande numero de espécies vegetais em todo o mundo, causando, comumente,

"damping-off" em plantulas e podriddes de raiz e colo.



A morfologia de R. solani é caracterizada pela ramificagdo do micélio
que ocorre proxima ao septo distal em hifas jovens; pela presenca de septos do tipo doliporo;
pelas ramificacbes de hifas que sdo concéntricas em sua extremidade basal, por células
multinucleadas (quando jovens); por hifas com 6-10 mm de comprimento; pela auséncia de
conidios e pela fase teleomdrfica corresponder a Thanatephorus cucumeris (Sneh et al., 1991).

A espécie Rhizoctonia solani Kihn pertence ao Reino Fungi, Phylum
Basidiomycota, Classe Basidiomycetes, Ordem Ceratobasidiales, Familia Ceratobasidiaceae
(Hawksworth et al., 1995).

No Brasil este patdgeno pode causar perdas considerdveis a varias
plantas cultivadas comercialmente, como pimentdo (Capsicum annuum L.), seringueira
(Hevea brasiliensis Muell. Arg.), soja (Glycine max (L.) Merr.), amendoinzeiro (Arachis
hypogaea L.) e feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) (Fenille, 1997).

Particularmente para a cultura do feijdo, R. solani € um importante
patdgeno, causador de "damping-off“e podriddes de colo e raiz.

A partir de conceitos recentemente utilizados, R. solani pode ser
agrupada em 11 GA e 16 GIE, sendo considerada desta forma, uma espéecie complexa (Fenille,
1997).

GA (grupo de anastomose) representa um grupo de isolados
intimamente relacionados capazes de auto-reconhecimento através da fusdo de hifas
(anastomose). GIE (grupo intraespecifico) representa um subgrupo de isolados dentro de um
GA cuja fuséo de hifas é mais frequente entre isolados do mesmo subgrupo ou, ainda possuem
outras caracteristicas particulares incluindo diferencas quanto a especificidade de gama de

hospedeiros, utilizacdo de nutrientes e diferencas genéticas baseadas em marcadores



moleculares. A maioria dos GIE sdo geneticamente e, também , com freqliencia
morfologicamente distintas uns dos outros (Ceresini & Souza, 1997).

Para a cultura do feijoeiro, segundo Fenille (1997), vérios GA sédo
referidos como patogénicos, dentre os quais GA-4, mais especificamente 0 GA-4 HGI

(“damping-off” e podrid&o de colo), GA-2-2 11IB, GA-2-1, GA-1 1A e GA-1 IB.

4.2 Solarizacgéo do solo

O uso da energia solar na tentativa de controlar agentes bidticos no
solo data de tempos remotos. Dentre os varios termos empregados para descrever a técnica
estdo o aquecimento solar do solo, cobertura plastica, cobertura com polietileno transparente,
pasteurizacdo solar, desinfestacdo solar e o termo solarizagdo do solo € o mais aceito
atualmente (Katan et al., 1987).

A solarizacdo é um método seguro, barato e atoxico para o ambiente e
para 0 homem (Katan & DeVay, 1991; Café Filho & Lobo Janior, 2000). A solariza¢do do
solo consiste na elevagdo da temperatura do solo a partir do "aprisionamento” da radiacao
solar com a aplicacdo de filme de polietileno transparente sobre o solo imido (Katan et al.,

1976; Standifer et al., 1984; Ghini et al., 1992).
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4.3 Solarizacao e locais de sua aplicacéo

A solarizacdo do solo tem sido bastante utilizada em condigdes de
campo, em pré-plantio, para o controle de fitopatdgenos e outros agentes bidticos em epocas e
regides de alta radiacdo solar, resultando no aumento de produtividade (Souza, 1994). Embora
a solarizacdo seja muito usada no campo, a sua aplicacdo, em casa-de-vegetacdo, também é
viavel e com resultados divulgados muito promissores. Ha varios estudos comparando o uso
da técnica de solarizagdo em casa-de-vegetacdo e no campo.

Kodama & Fukui (1982), testaram a solarizacdo do solo em casa-de-
vegetacdo no controle da murcha de Fusarium em morangueiro obtendo bons resultados.
Também foi observado um aumento significativo no crescimento das plantas e na producédo de
frutos. Neste experimento, 0s autores obtiveram uma baixa recuperagdo do fungo nove meses
apos o tratamento, em solos solarizados na casa-de-vegetacdo. Garibaldi & Tamietti (1981,
1984), utilizaram a solarizacdo do solo em casa-de-vegetacdo de vidro e de plastico, e no
campo aberto, usando plastico de PVC e polietileno para controlar Pyrenochaeta licopersici e
Verticillium dahliae em tomateiro. Nas casas-de-vegetagdo o controle dos fungos foi eficiente,
sendo que na cobertura de vidro os resultados foram mais consistentes, em duas colheitas
sucessivas. No campo, 0 aumento na temperatura do solo com a solariza¢do néo foi suficiente
para diminuir, de forma efetiva, a populagdo dos patégenos no solo. Katan et al. (1986),
relataram que nas épocas marginais, maio e setembro, em Israel, obteve-se na casa-de-
vegetacdo de vidro um aumento de temperatura de 5 e 2°C maior do que os dados obtidos no

campo, a 10 e 30 cm de profundidade, respectivamente. Estas diferencas de temperatura foram
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suficientes para controlar parcialmente os patdgenos V. dahliae e Fusarium oxysporum f. sp.
niveum na casa-de-vegetacdo, enquanto que no campo ndo se observou nenhum controle. Na
Bélgica, Welvaert & Poppe (1986) concluiram que a solarizacdo em casa-de-vegetacdo de
vidro é viavel devido ao acumulo de energia no seu interior. Este acimulo de energia,
possibilitou reducdo significativa de Rhizoctonia solani no solo solarizado da casa-de-
vegetacdo e manteve, seis meses apos a retirada do plastico, baixo potencial de indculo.

De acordo com os trabalhos acima citados, observa-se que a
solarizacdo em casa-de-vegetacdo € mais eficiente do que no campo porque a cobertura
plastica da casa-de-vegetacdo reduz a entrada da radiacdo solar mas, as altas temperaturas em
seu interior sdo "aprisionadas”, quando totalmente fechadas, o que reduz as perdas por fluxo
de calor contribuindo para uma maior temperatura no solo (Mahrer, 1991). Kodama & Fukui
(1982) relataram que a temperatura do solo a 20 cm de profundidade, no interior do tdnel
plastico, pode atingir até 40°C em apenas trés dias de solarizagdo, durante o verdo, e esse
aumento varia de acordo com a temperatura em campo aberto. Dentro da casa-de-vegetacédo a
temperatura no solo solarizado é cerca de 16°C maior que em solo ndo coberto no campo, e 8 a
10°C mais alta que em condicGes de solarizacao fora da estufa (Daffari et al., 1994). Segundo
Horiuchi (1991), temperaturas de 40 a 45°C sdo obtidas facilmente em solo solarizado em
tnel plastico e mantidas por vérias horas a 20 cm de profundidade, o que é letal para a

maioria dos patdgenos de solo.
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4.4 Solarizacéo e supressividade de solos

Solos supressivos sdo aqueles nos quais o desenvolvimento da doenca
é suprimido ainda que patdgenos sejam introduzidos na presenca de hospedeiros suscetiveis
(Huber & Schneider, 1982; Hornby, 1983).

Rovira (1982) descreveu que a supressividade ndo ocorre em todos 0s
tipos de solo.

Pozzer & Cardoso (1990) relataram a ocorréncia, no Centro Oeste
Brasileiro, de supressividade natural de um latossolo vermelho escuro (LVE) a R. solani.
Neste solo, notou-se uma redugdo em torno de 50% na incidéncia de R. solani em plantulas de
feijoeiro, em comparagdo com amostras de um solo organico distréfico (SOD) e de uma terra
roxa estruturada (TRE). A adicdo de aliquotas de LVE ao SOD proporcionou uma
transferéncia da supressividade notadamente por uma crescente reducdo da doenca no SOD.
Scher & Baker (1980) constataram também a transferéncia de supressividade de um solo
supressivo para um conducente. Pozzer & Cardoso (1990) constataram em seu trabalho a
quebra da atividade biologica no LVE, através do tratamento térmico do solo (60°C por 50
minutos) que reduziu sua supressividade. A maioria dos solos supressivos sdo pesados e
argilosos (Alabouvete et al., 1985), a exemplo da constatacdo da supressividade natural do
latossolo vermelho escuro. Esta observacdo pode estar relacionada com o tamanho da
populacdo de antagonistas determinada pela grande umidade armazenada nestes solos (Pozzer

& Cardoso, 1990).
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A supressividade de solo, no entanto, pode ser induzida por inimeros
fatores tais como: monocultura, rotagdo de culturas, uso de agentes com habilidade antagbnica
ou manipulacdo do ambiente do solo para aumentar a atividade dos agentes antagonicos. Este
procedimento pode envolver o pH, uso de fertilizantes e micronutrientes, incorporacdo de
matéria organica e mais recentemente empregando-se a solarizacdo do solo (Henis et al., 1979;
Chet & Baker, 1980; Liu & Baker, 1980; Scher & Baker, 1980; Baker & Chet, 1982; Kao &
Ko, 1983).

Os solos solarizados tornam-se supressivos para certos patdgenos
devido a baixa reinfestacdo. Nestes solos, 0 ambiente € hostil e menos receptivo aos patdgenos
devido ao aumento no processo biologico (Greenberger et al., 1987; Katan, 1996). Hardy &
Sivasithamparam (1985) relataram que a solarizacdo cria um vacuo bioldgico parcial no solo
propiciando, posteriormente, o desenvolvimento de microrganismos menos especificos e mais
competitivos, explicando a baixa reinfestacdo dos patdgenos em solos supressivos devido a
solarizacéo.

O acumulo da fungistase, parasitismo ou da lise por antagonistas
estimuladas por altas temperaturas, a morte de patogenos enfraquecidos causada por
organismos termo tolerantes, a antibiose e a competicdo sdo fatores que levam principalmente
a reducdo da densidade e do potencial de indculo, assim como a diminuicao da habilidade dos
patdgenos competirem saprofiticamente, condicionando a supressividade em solos solarizados.
(Greenberger et al., 1986; Greenberger et al., 1987; Cardoso & Freitas, 1992; Souza, 1994).

H& vérias constatagbes de que a solarizacdo torna o solo supressivo

para certos patdgenos, tais como: Verticillium dahliae, Rhizoctonia solani e dentre outros
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(Huber e Schneider, 1982; Hardy & Sivasithamparam, 1985; Greenberger et al., 1987; Café
Filho & Lobo Janior, 2000; Bueno et al. 2000). Para R. solani especificamente, Katan (1996)
relatou a reducdo na incidéncia deste patdgeno sobre feijdo em solos solarizados por duas ou
trés colheitas sucessivas. A supressividade ocorreu nos solos solarizados devido a troca dos
microrganismos em favor dos benéficos diminuindo, assim, a recolonizacéo de R. solani.
Rovira (1982) relatou a lise de hifas de Phytophthora cinnamoni por
bactérias em solos considerados supressivos mas, afirma que esse ataque € menor em solos
conducivos. O estudo da lise de hifas de patogenos por bactérias ainda ndo foi totalmente

explorado, mas este mecanismo segundo o autor, € o mais importante na supressao de solos.

4.5 Solarizacdo x Pseudomonas spp. fluorescentes x supressividade de solos

As bactérias do género Pseudomonas estdo entre 0s antagonistas mais
afetados pela solarizacdo do solo (Souza, 1994; Keinath, 1995) e que tém sido relatadas como
componentes ativos de solos supressivos a doencas (Gamliel et al., 1987; Gamliel & Katan,
1991; Siqueira, 1993). As bactérias Pseudomonas fluorescentes apesar de serem altamente
sensiveis a solarizacdo tém a sua populacdo recomposta rapidamente em solos solarizados
devido a liberacdo de exsudados de sementes em germinacéo e de raizes de plantas (Gamliel et
al., 1987; Gamliel & Katan, 1991; Gamliel & Katan, 1992a; Gamliel & Katan, 1992b).

Cardoso & Freitas (1992) relataram que os fungos Penicillium,
Rhizopus, Rhizoctonia, dentre outros, também sdo estimulados por exsudados radiculares.

A atividade microbiana, patogénica ou ndo, é muito maior na rizosfera

do que no restante do solo. A razdo média entre a populacédo de bactérias (UFC) na rizosfera :
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solo é de 15:1, mas também pode chegar a 60:1 (Café Filho & Lobo Junior, 2000). J4,
Branddo (1992), relata que as populacBes bacterianas sdo maiores na superficie do solo, uma
vez que nessa faixa encontram-se maiores teores de matéria organica.

O microhabitat das bacteérias, segundo Siqueira (1993), localiza-se nos
horizontes superficiais do solo, especialmente junto a agregados de argila-matéria organica,
aderida a argila ou quartzo e na rizosfera. As maiores representantes sdo Bacillus,
Xhanthomonas, Pseudomonas dentre outras. A densidade populacional das bactérias no solo
comumente relatada na literatura esté entre 10° e 10° ufc/g de solo.

Algumas bactérias do género Pseudomonas sdo produtoras de
antibidticos e se comportam de maneira altamente agressiva no ambiente biético, aparecendo
como componentes na sustentagdo da supressividade em solos solarizados (Souza, 1994). Essa
sustentacdo na supressividade de solos por Pseudomonas ocorre porque elas prevalecem em
relacdo as demais bactérias no solo, devido a sua maior taxa de multiplicacdo e capacidade de
produzir substancias inibidoras (Cardoso & Freitas, 1992).

As rizobactérias, dentre elas as Pseudomonas, tém um alto potencial
para reduzir o nivel de indculo de R. solani, suprimir sua atividade saprofitica e patogénica e,
resultar no seu biocontrole (Homma, 1996). A estratégia de supressdo de R. solani por
Pseudomonas estd na producdo de antibidticos e siderdforos. Os antibi6ticos que mais estdo
envolvidos no controle de R. solani sdo pyrrolnitrina, pseudane, phenazina e phloroglucinol
(Homma, 1996). Sideroféros produzidos por Pseudomonas fluorescentes tém recebido muita
atencdo porque estdo relacionados ao biocontrole de patdgenos de solo e a supressividade de

solos (Siqueira, 1993; Homma, 1996).
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Pseudomonas spp. fluorescentes sdo caracterizadas por produzirem
pigmentos amarelo esverdeados, como pioverdinas ou pseudobactinas, cuja funcdo é
semelhante a dos sider6foros. Além disso, estas bactérias ajudam no crescimento de plantas
em solos solarizados ou supressivos por serem agentes biocontroladores (Cox, 1980; Kloepper
et al., 1980; Teinze et al., 1981; Weller, 1988; Gamliel & Katan, 1991; Nakata et al., 2000). O
estimulo no crescimento de plantas propiciado pelas bactérias estd na producdo de
fitohormdnios incluindo auxinas e citocininas, auxilia na fixacdo do nitrogénio da atmosfera,
solubilizagdo de fosforo, oxidagdo do enxofre, aumento da permeabilidade das raizes, o que
estimula a absorcdo de nutrientes e producdo de siderdéforos, que seqliestram e solubilizam o
ion férrico, tornando-o indisponivel aos patégenos (Cardoso & Freitas, 1992; Siqueira, 1993;
Mariano & Kloepper, 2000).

Sideréforos sdo compostos de baixo peso molecular, produzidos em
baixa disponibilidade de ferro, forma quelatos de ion férrico com uma alta atividade especifica
e serve como transporte de Fe** dentro da célula microbiana (Homma, 1996).

Colin & Maraite (1987) relataram a influéncia do ion ferro na
habilidade antagdnica, producdo de sideréforos e atividade bioldgica em dois isolados de
Pseudomonas fluorescentes frente a Pseudomonas syringae pv. tomato. A adi¢éo do ion ferro
diminuiu a inibicdo pelos isolados & Pseudomonas syringae pv. tomato devido a baixa
producdo de siderdforos e antagonismos "in vitro".

N&o existe relacdo entre a habilidade das bactérias inibirem os
patdgenos ‘in vitro’ e suprimir as doencas causadas pelos patdgenos ‘in vivo’. Um dos

motivos esta na perda da competéncia ecologica das bactérias, mudancas na morfologia das
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células e da coldnia, perdas das estruturas da superficie da célula ou na redugdo da producédo
de antibidticos e sider6foros (Weller, 1988).

Cardoso & Echandi (1990) relataram que muitos microrganismos tém
sido relatados como potenciais para 0 controle biologico de R. solani em condicbes

experimentais, mas nenhum deles tém sido eficiente no controle em condi¢des de campo.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Obtencdo dos isolados do patogeno e das sementes

Foi utilizado o isolado Rhizoctonia solani AG-4 HGI, de soja,
proveniente da micoteca do Departamento de Producdo Vegetal/Defesa Fitossanitaria da FCA-
UNESP-Campus de Botucatu/SP e pertencente ao mesmo grupo de anastomose que infecta o
feijoeiro, conforme citado por Ceresini & Souza (1997).

O isolado encontra-se preservado em tubos de cultura contendo BDA
(batata dextrose agar) mais 6leo mineral Nujol estéril e armazenado a temperatura ambiente.

O fungo foi transferido para placas contendo BDA+50ug/mL de
oxitetraciclina e incubado a 26°C sob auséncia de luz para posterior preparacdo de inoculo e a

realizagéo do teste de patogenicidade.
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Foram utilizadas sementes de feijdo da cultivar ‘IAC Carioca’,
suscetivel ao fungo R. solani AG-4 HGI (Sugino & Maringoni,1995), obtidas junto a
Secretaria de Agricultura e Abastecimento do estado de S&o Paulo, no Departamento de
Sementes, Mudas e Matrizes, Campo de Avaré/SP.

O teste de germinacdo foi realizado com papel germitest, com 50
sementes e trés repeti¢des. Apos 3 dias de incubacdo em BOD a 28°C, observou-se a emissdo
ou ndo de radiculas e procedeu-se as avaliagbes. O critério utilizado para avaliar o ensaio foi:
as sementes que emitiram radiculas, desde pequenas a grandes, foram consideradas sementes
germinadas e as que ndo emitiram radicula, consideradas sementes ndo germinadas.

A média de germinacdo de 95% demonstrou que as sementes de
feijoeiro da cultivar ‘IAC Carioca’ encontravam-se adequadas para serem utilizadas no teste

de patogenicidade.

5.2 Experimentos realizados

Dois experimentos, idénticos, foram realizados. O primeiro no periodo

de novembro e dezembro del999 a fevereiro de2000 e o segundo no periodo de fevereiro a

abril de 2000. Cada um deles constou de duas etapas a saber:

Etapa 1. Verificar o efeito da solarizacdo sobre a comunidade x populacdo de

Pseudomonas spp. fluorescentes, em condigdes de tinel plastico e de campo;
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Etapa 2. Estudar o efeito das bactérias Pseudomonas spp. fluorescentes presentes em solo
solarizado ou ndo, durante a etapa 1, na supressao de doenca em feijoeiro causada
por Rhizoctonia solani GA 4 HGI, em um ensaio em vasos, sob condigdes de

casa-de-vegetacao.

O tunel contendo solo classificado como Latossolo Vermelho-Escuro
fase arenosa foi coberto, inclusive as laterais, com o filme de polietileno transparente de 150
pm de espessura e com tratamento anti UV (ultra violeta).

Coletou-se amostras de solo, do tinel e do campo, para analises
quimicas e fisicas (Quadros 1 e 2). No tunel plastico e no campo, as amostras de solo foram
coletadas com auxilio do amostrador de camadas, a 20 cm de profundidade, em cinco pontos
aleatorios, perfazendo uma amostra composta de cada local. As analises fisicas e quimicas
foram feitas no Departamento de Recursos Naturais da FCA-UNESP, Botucatu/SP.

Quadro 1. Analise quimica dos solos coletados nas areas experimentais.

Local pH M.O  Presina mmol/dm® Vv
de
coleta

CaCl, g/dm* mg/dm® H+Al K Ca Mg SB CTC %
Tunel 4,6 7 1 18 0,1 5 1 6 25 26
Campo 4,6 14 3 25 0,4 9 2 12 37 32

Quadro 2. Analise fisica dos solos dos solos coletados nas areas experimentais.

Local Areia Argila Silte Arg. Textura

de total Nat. dosolo
coleta
Tanel 70 23 7 - Média'
Campo 81 19 0 - Média

! Textura média: 0,5-0,25 mm.
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5.2.1 Primeira etapa - solarizacao

As éareas dos tratamentos, nos dois periodos, foram preparadas com
capina manual, destorroadas e niveladas. Em seguida, procederam-se irrigacOes para elevar
a umidade dos solos, com auxilio de aspersores, conforme preconiza a técnica de
solarizacdo.

Foi utilizado o filme de polietileno transparente aditivado contra raios
ultravioleta, com 75um de espessura, nas areas solarizadas (campo e tunel) nas duas
épocas. Para a instalacdo dos plasticos, abriram-se sulcos ao redor das areas onde foram
fixadas as bordas dos mesmos com o proprio solo removido dos sulcos

As &reas dos tratamentos, solarizadas e testemunhas, nos dois periodos
tiveram dimensdes de 3,5 x 9,0 m, perfazendo-se 31,5 m* cada, tendo sido contiguas tanto
no campo (Figura 1) como no tanel plastico (Figura 2).

O periodo de solarizacao de solo nos dois periodos foi de 35 dias.

No centro de cada uma das quatros &reas, no decorrer dos dois

experimentos de solarizacdo, demarcou-se uma area Util, utilizada para realizar amostragens

de solo para o0 monitoramento de Pseudomonas spp. fluorescentes (Figura 3).



22



23

Area solarizada ou testemunha

11,25 m
2,00 m 500m | 2,00 m
— I 1,00 m — —
Area util
[125m

Figura 3: Esquema da area util para amostragem de solo.

Os quatro tratamentos nos dois experimentos de solarizagdo foram:

- Solo solarizado em tunel pléastico;
- Solo testemunha em tunel pléstico;
- Solo solarizado em campo;

- Solo testemunha em campo.

Durante cada periodo de solarizacdo, registrou-se a temperatura do
solo a 10 cm de profundidade e a do ar a 1 a metro da superficie do solo, com auxilio de
sensores conectados a um Datalogger DL 2E. O aparelho foi configurado para realizar leituras
de hora em hora sendo os sensores instalados tanto nas areas solarizadas como nas ndo

solarizadas, no tunel e no campo.
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Tanto para a temperatura do solo como do ar, utilizou-se em cada
tratamento, nas duas épocas de solarizagdo, dois sensores para se obter posteriormente uma
média dos dados coletados. Os dados pontuais das temperaturas encontram-se no apéndice

(Quadros 8e9).

5.2.1.1 Isolamento e quantificacdo de Pseudomonas spp. fluorescentes

O processo de isolamento e contagem das populacdes de bactérias
Pseudomonas spp. fluorescentes consiste na diluicdo seriada de amostras de solo, em solugédo
salina, seguida da transferéncia de aliquotas em meio de cultura especifico.

Para testar a adequacdo da metodologia proposta, primeiramente
coletou-se amostras de solo, a 10 cm de profundidade, com auxilio de um amostrador de
camadas, em 5 pontos aleatdrios, no campo experimental do Departamento de Produgdo
Vegetal / Defesa Fitossanitaria-FCA-UNESP-Botucatu/SP, compondo uma amostra composta.
Desta amostra composta, 10 g foram suspensas em 90 mL de solucdo salina esterilizada
(0,85% NaCl). Apo6s agitagdo por 40 minutos em um agitador de Erlenmeyers, uma aliquota
de 1 mL da suspensdo concentrada foi diluida em 9 mL de solucdo salina, em tubos de ensaio,
obtendo-se posteriormente uma série progressiva de diluicbes na base 1:10. Cada tubo de
diluicdo foi agitado em um Vortex por um minuto e posteriormente, com auxilio de uma
micropipeta automatica calibrada transferiu-se aliquotas de 100uL para as placas com o meio
de cultura seletivo King’s B (KB) modificado por Sands e Rovira (1970). Apo6s incubagdo por
24 horas a 28°C no escuro, observou-se crescimento individualizado das colonias,

proporcionalmente as dilui¢des, o que viabilizou a contagem pelo método direto das col6nias
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de Pseudomonas spp. fluorescentes. As colonias foram avaliadas no aparelho FOTODYNE

com sistema ultravioleta 0 que proporcionou 6tima visualizagcdo e permitiu a contagem de

Pseudomonas spp. fluorescentes pelo método direto (Figura 4).

Figura 4: A- Coldnias de Pseudomonas spp. fluorescentes no meio de cultura King’B
modificado, fotografadas no aparelho FOTODYNE.

5.2.1.2 Populagédo de Pseudomonas spp. fluorescentes no campo e tanel

plastico

A populacdo de bactérias do género Pseudomonas spp. do tipo
fluorescentes, do campo e do tunel plastico na primeira etapa dos dois experimento, foi
monitorada durante os tempos de solarizacdo ( aos 0, 7, 14, 21, 28 e 35 dias). Portanto, as
amostras de solo foram coletadas na area Gtil de cada area dos quatro tratamentos, com auxilio
de amostrador de camadas, sendo cinco amostras aleatdrias de solo retiradas de 125 mL cada,

de 0 a 10 cm de profundidade, totalizando uma amostra composta de 625 mL.
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Cada amostra foi submetida a determinagdo de umidade e
quantificacdo de bactérias Pseudomonas spp. fluorescentes, conforme metodologia descrita no
item 5.2.1.1. A determinacdo de umidade das amostras foi feita no aparelho GEHAKA com
balanca eletrénica BG 1000, dotado com sistema de secagem por raios infra-vermelho.

O acesso para a retirada das amostras de solo, nas areas solarizadas do
tinel e do campo, foi feito através de pequenos cortes no plastico, para introduzir o
amostrador de camadas e, assim que as amostras foram retiradas, o filme foi vedado com

adesivo plastico nos locais de corte, para preservar o calor acumulado.

5.2.2 Segunda etapa — casa-de-vegetacao

Apos o término da primeira etapa 1 (nos dois experimentos), instalou-
se a etapa 2. Para tanto, coletou-se, no tunel plastico e no campo, solo solarizado e néo
solarizado a uma profundidade de 0 a 10 cm na &rea (til de 5 m? demarcada, o suficiente para
encher 30 vasos/tratamento. Em uma betoneira homogeneizou-se, em separado, cada um dos
solos coletados.

O delineamento da etapa 2, nas duas épocas de instalacdo, foi em
blocos ao acaso, com 0s seguintes 8 tratamentos e 5 repeticdes por época de avaliacdo da

populacdo de Pseudomonas fluorescentes:

- Solo solarizado do tunel plastico com infestacéo de R. solani;

- Solo solarizado do tanel plastico sem infestacéo;

- Solo ndo solarizado do tunel plastico com infestacdo de R. solani;
- Solo ndo solarizado do tunel plastico sem infestacéo;

- Solo solarizado do campo com infestagédo de R. solani;
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- Solo solarizado do campo sem infestagéo;
- Solo n&o solarizado do campo com infestacdo de R. solani;

- Solo ndo solarizado do campo sem infestagéo.

5.2.2.1 Teste de patogenicidade

- Preparacéo de inéculo do patogeno

O isolado R. solani GA 4 HGI de soja foi cultivado em substrato
areno-organico, constituido por 3 partes de esterco curtido peneirado, 1 parte de areia lavada e
2% de farelo de aveia (p/v), umedecido com agua destilada na propor¢do de 30 mL de &4gua
para cada 100 mL de substrato seco ao ar. Foram colocados cerca de 200 mL desse substrato
por frasco de vidro transparente (soro fisiologico de 350 mL), tampado com rolha de borracha
furada ao centro, na qual se introduziu um tubo de aluminio vazado, vedando-se com tampéo
de algodao.

Procedeu-se a autoclavagem do substrato por duas vezes, durante uma
hora a 121°C, com um periodo de 24 horas entre as autoclavagens.

Para a superficie do substrato, apds descanso de 24 horas, foram
transferidos 3 discos de micélio de 5 mm de didmetro obtidos da periferia de coldnia crescida
em BDA+oxitetraciclina a 26°C/72 horas, sob auséncia de luz. Os frascos foram mantidos em
incubadora a 26°C por 14 dias, até a infestacdo total do substrato. Alguns frascos

permaneceram sem o fungo, servindo assim como testemunha da esterilizacdo. Apds 4 dias da
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repicagem e a cada 3 dias, procedeu-se agitacdo dos frascos para promover a ocupagédo

uniforme do substrato.

- Inoculagéo

O inéculo de Rhizoctonia solani foi incorporado numa mistura de
substrato areno-organico contido nos frascos, com 500 mL de solo da superficie do vaso, na
proporc¢do de 0,5% (peso/volume). Incorporou-se também, o substrato sem o fungo na mesma
proporcao para o tratamento testemunha.

Apos homogeneizacdo em sacos plasticos, em separado, 0s solos com
e sem o fungo foram retornados para os 1000 mL de solo restantes nos vasos. Em seguida,
foram semeadas 10 sementes de feijdo em cada vaso, sendo estes mantidos em casa-de-
vegetacdo com temperatura ajustada para 25+2°C. As sementes ndo foram submetidas a
qualquer tipo de tratamento. Sempre que necessario os vasos foram molhados, de modo a

manter a umidade préxima a capacidade de campo.

- Avaliacéo

A avaliacdo da severidade da doenga foi realizada aos 15 dias apos a
semeadura. Determinou-se, também, a porcentagem de plantas germinadas.

O indice de severidade foi determinado utilizando-se a escala de notas
varidvel de 0 a 7, modificada de Davey & Papavizas (1959) e Chung et al. (1988), que

apresenta os seguintes niveis de doenca:
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0 - sem infeccéo;

1- descoloracdo tipica do caule, cotileddnes e raizes;
2- lesBes pequenas;

3- lesdes largas;

4- lesdes extensas (50% do caule);

5- plantas completamente aneladas;

6- “damping-off” de pos-emergéncia;

7- “damping-off” de pré-emergéncia.

A porcentagem de plantas emergidas do tratamento testemunha foi
semelhante ao teste de germinagdo confirmando o vigor e a sanidade das sementes. Este
tratamento onde se incorporou o substrato areno-organico sem o fungo serviu para
comparacdo da porcentagem de “damping-off” de pré-emergéncia nos tratamentos infestados

com o fungo (Fenille & Souza,1999).

5.2.2.2 Populacao de Pseudomonas spp. fluorescentes e incidéncia e severidade de

Rhizoctonia solani.

Utilizou-se vasos plastico com 18 cm de diametro na parte superior e
formato conico, e capacidade para 1500 mL.

O preparo de inoculo de Rhizoctonia solani, a inoculacdo e a
semeadura de feijdo no solo dos vasos seguiu a mesma metodologia no teste de patogenicidade

(5.2.2.1).
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A avaliacdo da quantidade de doenca e 0 monitoramento da populacéo
das bactérias Pseudomonas spp. fluorescentes no solo ndo rizosférico dos vasos, foram
realizados aos 7, 14 e 21 dias ap6s a semeadura.

A avaliacdo da severidade da doenga, em cada tratamento, foi feita aos
7, 14, 21 dias ap6s a semeadura por meio da retirada das plantas germinadas de cada vaso,
seguida da lavagem do sistema radicular e, posteriormente, determinando-se o indice de
doenca (5.2.2.1).

O monitoramento da populagdo das bactérias foi realizado
concomitantemente a avaliacdo de doenca através da coleta separada do solo sem raizes
/tratamento, em separado, composto por cinco vasos. Cada amostra de solo foi homogeneizada
em bandeja, retirando-se posteriormente uma amostra composta. De cada amostra foi
determinada a umidade e quantificada a populacdo das bactérias, conforme metodologia
descrita no item  5.2.1.2. Com relacdo a umidade das amostras, estas também foram
determinadas no aparelho GEHAKA com sistema de secagem por infra-vermelho e balanca

eletronica BG 1000.

5.3 Testes com Pseudomonas spp. fluorescentes

5.3.1. Populagdes epifitas em sementes de feijao

Este teste seguiu a mesma metodologia utilizada por Alvarez et al

(1995), que consistiu em agitar dois Erlenmeyers de 500 mL com 100 mL de solugéo salina

esterilizada (0,85% NaCl) contendo amostras de 50 e 100 sementes de feijdo da cultivar ‘IAC
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Carioca’. Agitaram-se os frascos a 70 rpm por 40 minutos em um agitador de Erlenmeyers
“Etica” em condicdo de temperatura ambiente. ApGs agitacio, uma aliquota de 1 mL da
suspensdo concentrada de cada frasco foi diluida em 9 mL de solugdo salina em tubo de
ensaio, obtendo-se posteriormente uma série progressiva de diluicbes na base 1:10. De cada
diluicdo, retirou-se uma aliquota de 0,1 mL que foi transferida para placas contendo o meio de
cultura seletivo King's B (KB). Foram feitas quatro placas para cada frasco de diluicdo das
duas amostra das sementes de feijéo.

Outro teste realizado foi o plagueamento direto das sementes de feijdo
sobre 0 mesmo meio KB. Colocou-se cinco sementes distribuidas de forma equidistantes sobre

0 meio de cinco placas. As placas dos dois testes foram mantidas no escuro a 28°C/48hs.

5.3.2. Populagdes enddgenos em sementes de feijao

Este teste seguiu, em parte, a metodologia adotada por Alvarez et al
(1995), que consiste em triturar 50 sementes da cultivar ‘lAC Carioca’ em um cadinho estéril,
contendo &gua destilada estéril na proporcdo de 1:1 (p/v). Triturou-se as sementes com 0
pistilo do cadinho até extravasar o seu contetdo para a 4gua destilada estéril. Apds trituracéo,
com auxilio de uma escalpelo em aro, estriou-se o conteldo concentrado das sementes, sem
diluigdo, para a superficie do meio KB de cinco placas. As placas foram mantidas no escuro a

28°C/48 hs.
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5.3.3. Antagonismo a Rhizoctonia solani

Realizou-se teste ‘in vitro’ de quatro isolados de Pseudomonas spp.
obtidos ao longo dos experimentos, sendo que dos quatro isolados, dois eram fluorescentes
(Isolado A e B) e dois ndo (Isolado C e D). Estes isolados foram testado frente ao isolado SJ
02 de R. solani. Para tanto seguiu-se a metodologia adotada por Gamliel & Katan (1991).

Os testes foram realizados em dois meios, KB e BDA (Batata Dextrose
Agar).

Primeiramente, repicou-se o isolado de R. solani em BDA sem
antibidtico e incubou-o a 28°C na auséncia da luz até crescimento total nas placas.

Os quatro isolados de Pseudomonas spp. foram repicados, em
separado, para 0 meio basal KB e BDA sem adicdo de antibi6ticos e incubados a 28°C/48hs.
Apos 48 horas de incubagdo, repicou-se novamente os isolados, em separado, para 0S meios
mas, procurando colocar cada isolado para cada meio na forma de trés pontos equidistantes
entre si formando um tridngulo. No centro de cada triangulo, de cada isolado para cada meio,
transferiu-se um disco de micélio do isolado de R. solani e posteriormente manteve-se as
placas, no escuro, por 24 horas a 28°C .  Apds este periodo, procurou-se observar halos de
inibicdo no crescimento do fungo por parte dos isolados das bactérias devido a produgdo de

antibiotico.
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5.3.4. Identificacdo do género das bactérias fluorescentes isoladas

Primeiramente, repicou-se 0s quatro isolados da bactéria utilizados no
teste de antagonismo ‘in vitro’ para 0 meio NA (Nutriente Agar) sem adicdo de agucares
sendo incubados a 28°C/48hs.

Os testes empregados para a identificacdo dos isolados foram os

seguintes (Maringoni, 1995 e Ferreira & Salgado, 1995):

. Reacdo de Gram;

. Solubilidade em hidroxido de potéssio (KOH a 3%);
. Oxidacdo e fermentacéo da glicose;

. Asparagina,;

. Fluorescéncia ou ndo em meio KB;

. Acumulo ou néo de inclusdes de poli-R-hidroxibutirato.

5.4 Analise dos resultados

Todos os resultados obtidos foram submetidos a anélise de variancia e
médias comparadas, através do teste de Tukey.
As analises foram feitas utilizando o sistema de analise estatistica

(SANEST), do Instituto Agrondmico de Campinas.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Temperaturas registradas

Os dados de temperaturas referentes ao primeiro experimento de
solarizacdo do solo realizado no periodo de 19/11/99 a 24/12/99 constam nas Figuras 5 e 6 e
os dados referentes ao segundo experimento realizado no periodo de 17/02/00 a 23/03/00
constam nas Figuras 7 e 8.

Pelos dados do Quadro 8 e 9 do apéndice, pode-se constatar que as
temperaturas médias das méaximas nas areas solarizadas e ndo solarizadas do tunel plastico

(42,1°C) foi maior do que nas mesmas areas do campo (36,7°C).
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Figura 5. Temperaturas médias das maximas registradas nas &reas solarizadas e néo

solarizadas do tunel pléstico e a precipitagdo no primeiro experimento
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Figura 6. Temperaturas médias das maximas registradas nas areas solarizadas e ndo
solarizadas do campo e a precipitagcdo no primeiro experimento.
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solarizadas do tanel plastico e a precipitacdo no segundo experimento.
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Figura 8. Temperaturas médias das maximas registradas nas areas solarizadas e ndo
solarizadas do campo e a precipitagdo no segundo experimento.
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No primeiro periodo, a diferenca entre a média maxima de temperatura
da area solarizada e ndo solarizada no tunel em relacéo as areas no campo foi de 5,8°C, sendo
que a diferenca, nas mesmas areas no segundo periodo, foi de 4,9°C. Este diferencial ocorreu
porque o tunel estando totalmente fechado com plastico para evitar o efeito de fatores do
ambiente como vento, chuva, etc, favoreceu o acimulo de calor no seu interior. Esta maior
temperatura no tunel plastico foi constatada em outros trabalhos sendo que, com a entrada da
radiacdo solar ultravioleta e a reducdo de perdas por fluxo de calor, as radiacOes infra-
vermelho ficam “aprisionadas” no interior do tanel favorecendo a manutencdo de altas
temperaturas ocorridas na superficie do solo (Katan et al., 1986; Welvaert & Poppe, 1986;
Mahrer, 1991).

Estas diferencas expressam também que durante o primeiro
experimento houve maiores temperaturas do que no segundo, conforme evidenciado pelas
Figuras 5,6, 7 e 8.

As precipitagdes nos dois periodos de solarizacdo foram bem
distribuidas e ndo prejudicaram o acimulo de calor no solo. Outro fato consistente, foi a
precisdo na coleta de dados de temperatura do solo pelo aparelho DATALOGGER,

registrando as oscila¢fes da temperatura, observada nas duas areas tratadas e nao tratadas.

6.2 Avaliacdo da primeira etapa nos dois periodos (solarizagéo)

Pelos resultados obtidos na primeira etapa dos dois experimento (Quadros 3 e
4; Figuras 9 e 10), pode-se verificar que a populacdo das bactérias no tunel plastico, solarizado

e testemunha, manteve-se durante todo o periodo das solarizagbes em niveis indetectaveis, o
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que pode ser explicado pelo seguintes fatores que podem ter inviabilizado a sobrevivéncia das
mesmas:

- Altas temperaturas no interior do tunel plastico, conforme figuras 5 e 7;

- Na&o reposicdo de umidade no solo durante os periodos de solarizagdo, uma vez que o tunel
foi inteiramente fechado com pléastico para minimizar os efeitos da chuva;

- Auséncia de raizes pela ndo ocorréncia de plantas infestantes ou de qualquer outra cobertura
vegetal durante todo o ano devido as altas temperaturas no seu interior;

- O método de plagueamento direto, em meio de cultura, com dilui¢des seriadas de amostras
de solo ndo possui uma boa precisdo para detectar baixas populac@es de bactérias no solo.

Quadro 3: Populacdo de Pseudomonas spp. fluorescentes durante o primeiro experimento de
solarizac&o do solo no tanel plastico e no campo.

Trat. Periodos em dias
0 7 14 21 28 35
Tanel 0 a' Al 0aA 0aA 0aA 0aA 0aA
Té&lai 0aA 0aA 0aA 0aA 0aA 0aA
c:rans;:jo 1,6.10'0A 1,1.10°0B 0aC 0aC 0aC 0aC
SOl.

Campo 1,4 .10°bA 7,4.10%B 2,3.10°0C 1,4.10°%B 1,2.10%aD  2,1.10°bD
test.
CV (%)= 30.7;
UFC/g solo seco;
1 7 g . ., -, . ~ .
Médias seguidas de mesma letra, minascula na coluna e, maitscula na linha, ndo diferem
entre si ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 9: Populacdo de Pseudomonas spp. fluorescentes durante o primeiro experimento

no tunel pléstico e no campo.

Quadro 4: Populacao de Pseudomonas spp. fluorescentes, durante o segundo experimento de

solarizacdo do solo no tanel plastico e no campo.

Trat. Periodos em dias

0 7 14 21 28 35
Tanel 00a'Al  0aA 0DaA 0aA 0aA 0DaA
Tgﬁtlell OaA OaA 0aA 0OaA OaA OaA
c;erﬁgo 9,2.10°c A 2,0.10°cB 0aC 0aC 0aC 0aC
Casrﬁlio 3,6.10°0 A 2,0.10°bB 18.10°bB 3,6.10°bC 0aD 0aD

test.

CV (%)= 54.98;
UFC/g solo seco;

! Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e maitscula na linhaa, ndo diferem

entre si ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 10. Populacdo de Pseudomonas spp. fluorescentes, durante o segundo experimento no
tanel plastico e no campo.

Ainda pelos dados dos Quadros 3 e 4 e Figuras 9 e 10 relativos a
primeira etapa dos dois experimento no campo, pode-se notar que a populacdo de bactérias nas
areas solarizadas manteve-se até os 7 dias, sendo posteriormente indetectavel devido as altas
temperaturas ocorridas no solo, em funcdo do acUimulo de calor. Nesta area, notou-se
claramente o efeito da solarizacdo na populacdo de bactérias, concordando com os relatos de
Keinath (1995).

Na primeira etapa do primeiro experimento (Quadro 3; Figura 9)
observou-se na &rea testemunha do campo uma flutuacéo da populacdo durante os 21 dias de
solarizacdo, mas que ao final do experimento manteve-se constante. J& no segundo
experimento, nesta mesma &rea, observou-se uma diminuigdo gradativa da populacdo de
bactérias, a qual ndo foi mais detectada apds 21 dias. Explica-se esta diferenca com relagdo ao
primeiro experimento pela retirada da cobertura vegetal durante a instalacdo do experimento e
na diminuicdo gradativa da umidade do solo. Outro fato observado na primeira etapa nos dois

experimentos, foi a ocorréncia de baixas populacbes de bactérias nestas areas. Gamliel &
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Katan (1991), constataram, em Israel, em area néo solarizada, a 30°C, populacdes de 15 x 10*
ufc/g de solo rizosférico e, a 40°C chegou a niveis indetectaveis, sendo que nas areas
solarizada, a 30 e 40°C, estas populacdes foram de 800 x 10* ufc/g de solo rizosférico e zero,
respectivamente. J& em solo néo rizosférico, na area solarizada e ndo solarizada, a 30 e 40°C,

ndo foram detectadas populacdes de Pseudomonas spp. fluorescentes.

6.3 Avaliacdo da segunda etapa nos dois periodos (casa-de-vegetacao)

Quadro 5. Germinagdo, determinacdo do indice médio de severidade do isolado de
Rhizoctonia solani de soja e as populacdes de Pseudomonas spp. fluorescentes em
condicdes de casa-de-vegetacdo do primeiro experimento.

Tratamentos Dados médios de trés periodos avaliados ap6s a semeadura
de feijao
Germinagéo indice de Populacéo da
% severidade bactéria
Tunel Sol. +Fungo 73,3 47 C 410° C
Tanel N&o Sol. +Fungo 64,0 52 B 6,3.10°C
Campo Sol. + Fungo 24,7 6,2 A 1,5.10° D
Campo N4o Sol. +Fungo 40,0 59 A 1,4.10° DE
Tunel Sol. - Fungo 92,0 0,0 D 1,0.10*B
Tunel Nao Sol. - Fungo 94,3 00D 2,9.10°E
Campo Sol. - Fungo 76,7 0,0 D 6,0.10° C
Campo Néo Sol. - Fungo 84,0 00 D 42.10° A

CV (%) do indice médio de severidade= 5.2, DMS(5%)= 0.09

CV (%) da populacdo media de Pseudomonas spp. fluorescentes= 24.3, DMS(5%)=19.8;

* Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Figura 11. Populacdo media de Pseudomonas spp. fluorescentes do primeiro experimento, em
vasos, com solo infestado com Rhizoctonia solani e o indice médio de severidade.
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Figura 12. Populagdo média de Pseudomonas spp. fluorescentes do primeiro experimento, em
vasos, com solo ndo infestado com Rhizoctonia solani e o indice médio de
severidade.
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Quadro 6. Germinacdo, determinacdo do indice médio de severidade do isolado de
Rhizoctonia solani de soja e as populagdes de Pseudomonas spp. fluorescentes em
casa-de-vegetacdo do segundo experimento.

Trat.mentos Dados médios de trés periodos avaliados ap6s a semeadura
de feijao
Germinacéo indice de Populacdo da
% severidade bactéria
Tanel Sol. + Fungo 36 57 AB” 1,2.10°D"
Tunel Nao Sol.+ Fungo 48 53B 1,4.10° FG
Campo Sol. + Fungo 29 58A 7,1.10°E
Campo Néo Sol. + Fungo 33 6,0 A 2,4.10°C
Tunel Sol. - Fungo 85 00C 9,3.10° A
Tunel Nao Sol. - Fungo 96 00C 4,0.10' G
Campo Sol. - Fungo 83 00C 7,0.10° EF
Campo N&o Sol. - Fungo 72 00C 6,5.10° B

CV (%) do indice médio de severidade = 5.3, DMS(5%)= 0.09;

CV (%) da populagdo média de Pseudomonas spp. fluorescentes = 16.2, DMS (5%)=7.7;

"Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Figura 13. Populacdo média de Pseudomonas spp. fluorescentes do segundo experimento, em

vasos, com solo infestado com Rhizoctonia solani e o indice médio de severidade.
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Figura 14. Populacdo média de Pseudomonas spp. fluorescentes do segundo experimento, em

vasos, com solo ndo infestado com Rhizoctonia solani e o indice médio de

severidade.
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- Solo inoculado com Rhizoctonia solani

Analisando os dados da etapa 2 do primeiro experimento em casa-de-
vegetacdo (Quadro 5; Figuras 11), nota-se uma maior populacdo de bactérias Pseudomonas
spp. fluorescentes nas areas referentes ao solo solarizado e ndo solarizado do tunel plastico do
que nos mesmos tratamentos em campo. No solo ndo solarizado do tunel plastico, observa-se
maior populacdo de bactérias do que no solo solarizado do campo. Isto pode ser explicado
pelo fato de que as altas temperaturas ocorridas no interior do tdanel, possivelmente,
inviabilizam a populacdo de antag6nicos das bactérias Pseudomonas spp e com o estimulo
dos exsudados das sementes de feijdo em germinagdo proporcionou este maior aumento.

Ja no segundo experimento (Quadro 6; Figuras 13), constatou-se maior
populacdo de bactérias nas areas referentes ao solo solarizado (campo e tdnel plastico) e ndo
solarizado do campo do que na &rea do solo ndo solarizado do tdnel.

Nas areas com maior populacdo de bactérias, principalmente na etapa
2 do primeiro experimento, pode-se notar uma tendéncia de menor severidade do fungo do que
nas areas com menor populacdo de bactérias. Entretanto, essa relagdo ndo foi evidente no
segundo experimento. Pelos dados pode-se afirmar que nos solos das areas solarizada e nédo
solarizada do tanel, devido ao efeito das altas temperaturas e maior populagdo de bactérias, o
indice médio de severidade foi menor em relagdo ao solo das &reas do campo solarizado e ndo
solarizado, que possuiam menor populacdo de bactérias. No primeiro experimento, essa

tendéncia pode ser observada no Quadro 5; Figuras 11 e 12, onde os solos solarizado e ndo
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solarizado do tunel plastico, referente a populacdo média de Pseudomonas spp. fluorescentes,
ndo diferiram entre si, mas diferiram dos solos do campo solarizado e ndo solarizado que,
também, ndo diferiram entre si. No indice médio de severidade também observa-se diferenca
significativa dos solos solarizado e néo solarizado do tunel, em relacdo aos solos solarizados e
ndo solarizados do campo, mostrando um possivel antagonismo das bactérias ao fitopatdgeno
Rhizoctonia solani. Os solos solarizados e ndo solarizados do tanel diferiram entre si,
enquanto os solos solarizado e ndo solarizado do campo, néo.

No segundo experimento, com relacdo a populacdo de bactérias, 0s
solos solarizados e ndo solarizados do tunel diferiram entre si e os solos solarizados e nédo
solarizados do campo, que também diferiram entre si. No indice medio de severidade o solo
ndo solarizado do tunel plastico ndo diferiu significativamente do solo solarizado do tunel e
solo solarizado e ndo do campo, enquanto estes solos do campo ndo diferiram entre si. Os
tratamentos do campo e tanel pléstico inoculados com o fungo, em relacéo ao indice médio de
severidade, ndo se observou-se significativamente diferencas entre si, ressaltando nenhuma
correlacdo com a populagéo de bactérias.

A tendéncia de antagonismo das bactérias ao fitopatdogeno nas
situacdes com maior populacdo de bactérias € observada somente na etapa 2 do primeiro
experimento do que no segundo, porém tal afirmativa mostra-se inconsistente em funcdo do
alto indice médio de severidade do isolado de R. solani nas plantas de feijao. Outro fato a ser
observado é que no segundo experimento, os menores indices de severidade foram constatados
nos mesmos tratamentos do primeiro experimento (&rea solarizada e ndo solarizada do tdnel
plastico), entretanto, neste segundo experimento ndo houve correlagdo com maior populagédo

de bactérias
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- Solo ndo inoculado

Analisando os dados da etapa 2 do primeiro e segundo experimentos
(Quadro 5 e 6; Figuras 12 e 14), constata-se uma tendéncia de maior populagdo de bactérias
nos solos solarizados do que nos solos nédo solarizados, sendo observada apenas uma excecao
para 0 solo ndo solarizado do campo. Esta exce¢do ocorreu, provavelmente, porque na area
havia na etapa 1 do primeiro experimento, populacdo de bactérias até aos 35 dias e no segundo
experimento até os 21 dias e como ndo havia competicdo por espaco e alimento com o
fitopatdgeno R. solani, estas alcancaram neste solo altas populagdes, enquanto que nos demais
solos apesar da auséncia também do fitopatdgeno ndo havia qualquer populacao detectavel.

Neste experimento sem inoculagdo do fungo, nota-se a tendéncia de
maior populagdo de bactérias em solos solarizado que nos ndo solarizado. O aumento
populacional ocorreu devido a liberacdo de exsudados das sementes de feijdo colocadas nos
vasos. Outros trabalhos constataram, também, esta recomposicdo da populacdo de bactérias
em solos solarizados e correlacionaram este aumento com a liberacdo de exsudados de
sementes em germinacdo e de raizes de plantas (Gamliel et al., 1987; Gamliel & Katan, 1991;
Gamliel & Katan, 1992a; Gamliel & Katan, 1992b).

Estatisticamente, segundo dados da etapa 2 do primeiro e segundo
experimentos (Quadros 5 e 6), 0s solos solarizado e ndo solarizado do campo e tdnel pléstico,
referentes a populacdo de Pseudomonas spp. fluorescentes diferiram entre si, sendo constatado

0 mesmo em relacéo aos solos solarizado e néo solarizado do campo e tunel pléstico.
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Nota-se a tendéncia de antagonismo das bactérias em relacdo ao

isolado de R. solani nos solos solarizado e nao solarizado do tanel plastico apenas no primeiro
experimento, mas ndo ocorreu a supressividade destes solos, devido ao alto indice médio de
severidade do fungo. Entretanto, a ndo supressividade no primeiro e segundo experimento, no
solo solarizado (campo e tunel pléastico) e no solo ndo solarizado do tanel pode ser explicada,
através de algumas hipdteses:
A cobertura vegetal é importante no aumento populacional das bactérias, porque estimula o
desenvolvimento destas, através da liberacdo de seus exsudados radiculares, segundo Gamliel
& Katan (1992). Nas areas do solo solarizado e ndo solarizado do tdnel pléstico, na etapa 1 do
primeiro e segundo experimentos, ndo havia cobertura vegetal antes de solariza-las, enquanto
que nas correspondentes &reas do campo havia o capim Brachiaria spp. Néo se sabe afirmar,
se esta poacea € uma planta ideal para estimular um alto aumento populacional da bactéria
pela eliminacdo dos seus exsudados radiculares no solo. De acordo com os dados dos Quadros
3 e 4, na area do campo solarizada e testemunha do primeiro e segundo experimentos, pode-se
observar uma populacdo pequena de Pseudomonas spp. fluorescentes ao longo dos
experimentos.

Outra hipotese, seria a ndo supressividade de solo para este tipo de
patossistema (R. solani Kuhn AG-4 HGI x Pseudomonas spp. fluorescentes), o que nao
poderia ser o0 mesmo talvez para fitopatdgenos de solo que atacam diretamente o sistema
radicular. Este grupo de anastomose de R. solani causa “damping-off” e podriddo de colo
especificamente, mas Homma (1996) relata que as Pseudomonas tém um alto potencial para

reduzir o nivel de in6culo de R. solani e resultar no seu biocontrole.
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Uma questdo que pode ser levantada nos experimentos da segunda
etapa seria a forma de amostragem de solo para se determinar o nivel populacional das
bactérias, isto devido ao solo sem raizes ndo ser um local representativo, segundo Gamliel &
Katan (1992) e Gamliel & Stapleton (1993). Café Filho & Lobo Junior (2000), relataram que a
atividade microbiana, patogénica ou ndo, é muito maior na rizosfera do que no restante do
solo. A razdo média entre a populacdo de bactérias na rizosfera : solo é de 15:1, mas também
pode chegar a 60:1. J& Branddo (1992) relata que as populacdes bacterianas sdo maiores na
superficie do solo, uma vez que nessa faixa encontram-se maiores teores de matéria organica.
No entanto, na segunda etapa destes experimentos, buscou-se obter conhecimento do nivel
populacional destas bactérias no solo sem raizes em fungédo da forma de infestagdo deste grupo
de anastomose de R. solani e ainda na forma de infestagdo deste patdogeno ser via solo

superficial e homogéneo neste horizonte nos vasos.

6.4 Testes com Pseudomonas spp. fluorescentes

6.4.1 Populacao epifita em semente de feijao

N&ao houve crescimento de bactérias sobre 0 meio KB nas quatro

repeticdes nas amostras de 50 e 100 sementes. No plaqueamento direto das sementes sobre o

meio KB, também ndo cresceram bactérias.
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6.4.2 Populacao enddgenas em sementes de feijéo

Ndao houve crescimento de bactérias.

6.4.3 Antagonismo a Rhizoctonia solani

O isolado A fluorescente inibiu significativamente a colbnia de R.
solani nas quatro repeticdes nos dois meios (KB e BDA), enquanto que o isolado B
fluorescente inibiu também nos mesmos meios, mas um pouco menos que o isolado A (vide
Figuras 15 e 16). O isolado C ndo fluorescente ndo inibiu o crescimento de R. solani nos
meios, enquanto que o isolado D ndo fluorescente inibiu significamente o crescimento de R.
solani nos meios, inclusive com inibigdo maior em relagdo aos isolados fluorescentes (vide
Figuras 17 e 18).

Observou-se que nas placas de BDA os halos de inibicdo ficaram
maiores e mais evidentes que no meio KB, por ser o meio BDA mais rico em carbohidratos do
que 0 meio KB, favorecendo maior crescimento das bactérias e consequentemente maior

producdo de antibiotico.
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Figuras 15 e 16: Isolados A e B de Pseudomonas spp. fluorescente nos meios KB(A) e
BDA(B).

Figuras 17 e 18: Isolados C e D de Pseudomonas spp. ndo fluorescente nos meios KB(A) e

BDA(B)
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6.4.4 ldentificacao do género das bactérias fluorescentes isoladas

Quadro 7. Resultados dos testes de morfologia celular, bioquimicos e fisiologicos dos isolados
das bactérias fluorescentes e ndo fluorescentes.

Testes/Isolados Isolado A Isolado B Isolado A Isolado B
Fluorescente Fluorescente Nao Fluorescente  Nao Fluorescente

Gram Negativo Negativo Negativo Negativo

KOH' a 3% Fio Viscoso Fio Viscoso Fio Viscoso Fio Viscoso

O/F?-seméleo  Amarelo Amarelo Amarelo Amarelo

O/F - com 6leo Verde Verde Verde Verde

Asparagina Turvo Turvo Turvo Turvo

B de King Fluorescente Fluorescente Né&o Fluorescente  N&o Fluorescente

Poli-B- Nao acumula Nao acumula Acumula Acumula

hidroxibutirato

! Hidréxido de potassio; * Oxidacao / Fermentacao.

Pelos resultados pdde-se afirmar que as bactérias Pseudomonas spp.
fluorescentes ndo se encontram epifitas ou endofiticas nas sementes de feijdo da cultivar “*IAC
Carioca’’. No entanto, Gnanamanickam et al. (1994), relataram que Pseudomonas
fluorescentes encontram-se normalmente como contaminantes na endosperma de sementes de
arroz. Estas bactérias suprimem a deteccdo de Xanthomonas oryzae pv. oryzae, principal
bactéria em arroz, devido ao crescimento rdpido e antagonismo das Pseudomonas
fluorescentes.

No teste de antagonismo ‘in vitro’, os dois isolados fluorescentes e um
isolado nédo fluorescente inibiram o crescimento do isolado agressivo de R. solani GA 4 HGI
isolado de soja. Gamliel & Katan (1991), constataram atividade antag6nica ‘in vitro’ de

Pseudomonas fluorescentes isoladas de solo, rizosfera e raizes de plantas de tomate, em solo
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solarizado e n&o solarizado, em relagdo aos isolados de Sclerotium rolfsii e Macrophomina
phaseolina. Sindhu et al. (1999), constataram em teste “in vitro” antagonismo pelos isolados
de Pseudomonas spp. da rizosfera de grama verde (Vigna radiata (L.) Wilczeck) em relacéo a
R. solani e a outros fungos. Arndt et al. (1998), também relataram controle “in vitro” de R.
solani e Pythium ultimum, que causam “damping-off” em plantulas de pepino, por isolados de
Pseudomonas fluorescentes. No entanto, segundo Weller (1988) ndo existe correlacdo entre
antagonismo ‘in vitro’ e “in vivo’, inclusive neste experimento, notou-se claramente este fato.
Trabalhou-se com a bactéria nativa do solo ao contrario dos trabalho de controle biolégico
onde o organismo ¢ isolado e reintroduzido no solo ou em algum 6rgéo de propagacgdo para o
controle de fitopatogenos. Cardoso & Echandi (1990) relataram que muitos microrganismos
tém sido relatados como potenciais para o controle biolégico, mas nenhum deles tém sido
efetivo no controle a campo.

As bactérias fluorescentes registradas nas etapas 1 e 2 pertencem ao
género Pseudomonas em funcdo dos testes morfoldgicos, bioquimicos e fisioldgicos
realizados. As bactérias ndo fluorescentes testadas ‘in vitro’, apesar de ndo serem avaliadas,
também, pertencem ao género Pseudomonas de acordo com os dados do Quadro 7 e com a

chave de identificagdo de géneros de bactérias de Ferreira (1995) e Klement et al. (1990).
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7 CONCLUSOES

- A solarizagdo do solo e a auséncia de cobertura vegetal reduzem a
populacdo de Pseudomonas spp. fluorescentes a niveis indetectaveis em tanel plastico e em
campo;

- A técnica de solarizacdo ndo induz a supressividade do solo no tdnel

plastico e no campo para o fitopatdgeno estudado;

- Pseudomonas spp. fluorescentes ndo sao encontradas em sementes

de feijdo tanto epifita como endofiticamente;

- No teste "in vitro", observa-se antagonismo das Pseudomonas spp.

fluorescentes a R. solani Kiihn GA 4 HGI isolada de soja.
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