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RESUMO - Oito bactérias endofiticas de plantulas de pimenta-do-reino foram testadas em casa de
vegetagdo, objetivando controlar Fusarium solani f. sp. piperis e avaliar respostas morfofisiologicas
das plantas tratadas com os agentes de controle. Plantas com quatro meses de idade tiveram o sistema
radicular tratado com as suspensdes bacterianas (10° ufc mL!) por 10 minutos, e foram plantadas em
vasos com solo natural infestado artificialmente com o patogeno (0,25%). O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado, com trés repeticdes para avaliar o comportamento fotossintético, a produ-
¢do e a alocag@o de biomassa, ¢ cinco repetigdes para avaliar a mortalidade das plantas. As avaliagdes
foram feitas 120 dias apds a instalagdo do ensaio. O isolado BO (Methylobacterium radiotolerans)
controlou F. solani f. sp. piperis, provocando redugéio significativa do numero de plantas mortas. Na
auséncia do patogeno, M. radiotolerans funcionou ainda como promotor de crescimento. Os demais
isolados testados nfo apresentaram efeito na diminui¢cdo da mortalidade das plantas. A aplica¢do das
bactérias endofiticas ndo afetou a taxa fotossintética instantinea das plantas, a exce¢do de B6, que teve
efeito negativo. As plantas tratadas com M. radiotolerans priorizaram a alocagio de carbono para a
parte aérea.

Termos para indexagdo: patogenos, Fusarium solani, métodos de controle de pragas, técnicas de isola-
mento, agentes de controle bioldgico, fotossintese, biomassa.

FUSARIOSIS CONTROL IN BLACK PEPPER PLANTS WITH BACTERIAL ENDOPHYTES:
SURVIVAL AND MORPHOPHYSIOLOGICAL RESPONSES

ABSTRACT - Eight endophytic bacteria from black pepper seedlings were tested under greenhouse
conditions aiming to control Fusarium solani f. sp. piperis and to evaluate some morphophysiological
responses in plants treated with the biocontrol agents. Four-month old plants had their roots treated
with the bacterial suspensions (10° cfu mL*") for 10 minutes and were planted in pots containing soil
artificially infested with the pathogen (0.25%). The experimental design was completely randomized,
with three replications to evaluate photosynthetic behavior, and biomass production and allocation,
and five replications to evaluate plant mortality. Evaluations were made 120 days after the establish-
ment of the experiment. The isolate BO (Methylobacterium radiotolerans) significantly reduced seed-
ling mortality by fusariosis. No significant effect in seedling mortality reduction could be detected for
the other bacterial isolates. In the absence of the pathogen, M. radiotolerans acted as a plant growth
promoter. The application of the bacterial endophytes had no effect on the instantaneous photosyn-
thetic rate, with the exception of B6, that had a negative effect. Plants treated with M. radiotolerans
allocated carbon preferentially to the above ground tissues.

Index terms: pathogens, Fusarium solani, pest control methods, isolation techniques, biological control
organisms, photosynthesis, biomass.
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A fusariose da pimenta-do-reino (Piper
nigrum L.), provocada por Fusarium solani
f. sp. piperis Albuquerque, tem causado ao longo
dos ultimos 30 anos, a reducdo da vida util dos
pimentais na regido amazonica, de 12 a 15 anos para
quatro a seis anos (Albuquerque, 1961; Duarte &
Albuquerque, 1986; Hamada et al., 1988).
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As medidas que vém sendo adotadas para o con-
trole da fusariose, como praticas culturais, obtengao
de variedades resistentes ¢ aplicagdo de fungicidas
(Duarte & Albuquerque, 1980; Albuquerque et al.,
1997; Ando et al., 1997), tém-se mostrado onerosas
ou pouco eficientes. Isso mostra a necessidade do
desenvolvimento de novos métodos de controle,
entre os quais o controle biologico, através da utili-
zacdo de microorganismos benéficos (Cook & Baker,
1983; Baker, 1987), o qual tem sido apontado como
opcdo viavel diante da biodiversidade inexplorada
existente na Amazonia (Stein et al., 1996; Endo et al.,
1997).

A associacdo de plantas com bactérias benéficas
vem adquirindo importancia crescente no biocontrole
de doengas das plantas. Sabe-se que algumas bacté-
rias, mais especificamente as rizobactérias promoto-
ras de crescimento em plantas (RPCP), além de terem
efeito como promotoras de crescimento, contribuin-
do para aumentar a capacidade competitiva do hos-
pedeiro (Kloepper & Schroth, 1978; Défago et al.,
1990; Schroth & Becker, 1990; Bakker et al., 1991;
Schippers et al., 1991; Luz, 1996), podem ainda funci-
onar como agentes de controle bioldgico (Schippers,
1988; Weller, 1988; Luz, 1991, 1993; Schippers et al,
1991; Kloepper, 1993).

O comportamento fisioldgico de plantas tratadas
com agentes de biocontrole vem sendo estudado,
visando comprovar mudangas fisioldgicas associa-
das a infec¢des provocadas por determinados
patégenos (Zhang et al., 1996).

O objetivo deste estudo foi testar, sob condigdes
semicontroladas de casa de vegetagao, o efeito de
bactérias endofiticas isoladas do hipocotilo de plan-
tas de pimenta-do-reino na redugdo da mortalidade
causada pela fusariose e no comportamento
morfofisiologico desse hospedeiro.

MATERIALE METODOS

O experimento foi conduzido em Belém, PA, no Cam-
po Experimental da Embrapa-Centro de Pesquisa
Agroflorestal da Amazonia Oriental (CPATU) (1°28'S;
48°27' W), em condigdes de casa de vegetagdo com 50% de
interceptagdo da luz solar, com temperatura ¢ umidade
relativa do ar na faixa de 25-35°C e 80-95%, respectiva-
mente.
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Oito isolados bacterianos (B0, B1, B2, B3, B4, B5, B6
¢ B7) foram obtidos através de plaqueamento nos meios
de NA (Bacto Nutrient Agar, Difco, EUA) + tropolone
(Wako Pure Chemical, Japdo), KMB (Meio de King B,
Eiken Chemical, Japao) e NA, de uma aliquota de macerado
(peptona 2%) do hipocétilo de plantulas sobreviventes de
pimenta-do-reino, variedade Guajarina, cujo sistema
radicular, removido no estadio de duas folhas verdadeiras,
foi regenerado em bandejas (47x34x11 cm) com solo con-
tendo 0,25% de solo-in6culo (solo peneirado + farelo de
trigo, 4:1 v/v) de F. solanit. sp. piperis (FSP). Apds incu-
bagdo de 24 a 72 horas, os isolados obtidos foram preser-
vados em skim milk (Wako Pure Chemical, Japdo) a 10%,
em deep freezer (-31°C), até sua utiliza¢o.

Para o preparo das suspensdes de inoculagdo, culturas
de cada um dos isolados bacterianos foram preparadas em
placas de Petri contendo NA, incubadas a 24°C, em regime
de luz alternado (12 horas luz/12 horas escuro). Apos 48
horas de incubagdo, suspensdes aquosas das culturas
bacterianas foram centrifugadas (15 minutos; 3.000 rpm)
¢ os precipitados ressuspensos em agua destilada esterili-
zada. A concentrag@o final das suspensdes foi ajustada
para 10° ufc mL-! (Front Scatter Method Turbidimeter
UT-11, a 550 nm).

Dos isolados testados, apenas BO, B5 ¢ B6 foram iden-
tificados como pertencentes as espécies Methylobacterium
raditolerans (anteriormente denominada Pseudomonas
radiora), Brevibacterium linens/epidermis ¢
Achromobacter xylosoxydans subsp. xylosoxydans (ante-
riormente denominada Alcaligenes xylosoxydans subsp.
xylosoxydans), respectivamente.

Foram utilizadas plantas de pimenta-do-reino, varie-
dade Guajarina, com quatro meses de idade, originadas de
sementes germinadas em areia lavada, colhidas de matrizes
mantidas no Banco de Germoplasma do Campo Experi-
mental da Embrapa-CPATU, em Belém, PA.

O isolado patogénico de Fusarium solanit. sp. piperis
(FSP) utilizado nos testes de controle bioldgico foi obtido
em Belém, durante a estagio chuvosa de 1997. Discos de
cultura (& = 5 mm) de FSP em Batata Sacarose Agar (BSA)
foram plantados em erlenmeyers contendo mistura
autoclavada (1 hora; 120°C) de solo peneirado + farelo de
trigo (4:1 v/v). Apds 15 dias de incubagéo (12 horas luz/
12 horas escuro; 24°C), o inoculo foi misturado (0,25%)
com solo de mata peneirado, para envasamento, no dia da
instalagdo do experimento. Foram utilizados vasos de plas-
tico com capacidade para 2 kg de solo.

Para a montagem do ensaio em casa de vegetagdo, o
sistema radicular das plantas foi imergido nas suspensdes
bacterianas durante dez minutos, processo conhecido como
bacterizagdo, apds o que as plantas foram imediatamente
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plantadas em vasos contendo solo infectado com FSP (trés
plantas por vaso; cinco vasos por tratamento), constituin-
do os tratamentos FBO, FB1, FB2, FB3, FB4, FB5,FB6 ¢
FB7. Plantas nfo bacterizadas foram mantidas em solo
infectado com o patdgeno, constituindo o tratamento TF
(testemunha do patogeno). As plantas tratadas somente
com os isolados bacterianos e mantidas em vasos conten-
do solo livre do patogeno constituiram os tratamentos TBO,
TB1, TB2, TB3, TB4, TB5, TB6 ¢ TB7. Plantas nio
bacterizadas e mantidas em solo livre do patogeno consti-
tuiram o tratamento TA (testemunha absoluta). Apos 120
dias, foram avaliados o nimero de plantas sobreviventes,
o comportamento fotossintético e a alocagdo de biomassa
das plantas tratadas e néo tratadas.

Para a avaliagdo do comportamento fotossintético das
plantas, utilizou-se a folha mais nova, intacta e completa-
mente desenvolvida, de uma planta por vaso. As medi¢des
foram feitas no horario das 9h as 11h, utilizando um siste-
ma de fotossintese portatil (Modelo LI-6200, LI-COR
Inc., Lincoln, NE, EUA). Os parametros de troca gasosa
foram calculados com base na area foliar.

A produgdo de massa seca foi avaliada ao final do expe-
rimento, através da determinagdo da massa seca de folhas,
hastes e raizes de cada planta, em estufa a 70°C, por 48
horas. Esses dados foram usados para o calculo dos pa-
drdes de alocagido de biomassa, isto €, as razdes da massa
das folhas, da haste e das raizes por unidade de massa da
planta inteira.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com trés repeti¢des, com relagdo ao compor-
tamento fotossintético, produgio e alocagdo de biomassa,
e cinco repetigdes para mortalidade de plantas.

Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e, quando apropriado, as médias foram compa-
radas pelo teste de Duncan. Em cada ANOVA, a
homogeneidade da varidncia foi testada pelo teste de
Levene. O programa estatistico Statistica para Windows
versdo 5.0 (Statistica..., 1995) foi utilizado em todos os
calculos estatisticos e na construgio de graficos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De modo geral, os efeitos das bactérias testadas
sobre as plantas de pimenta-do-reino, tanto em rela-
¢do ao controle de FSP, como no crescimento,
fotossintese e alocacdo de biomassa, foram bastan-
te variaveis.

Schippers et al. (1987), referindo-se as RPCP, clas-
sificaram os diferentes efeitos provocados por es-
ses agentes nas plantas como deletérios, neutros ou
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benéficos, estes ultimos através de estimulo ao cres-
cimento ou de protegdo microbiologica. Essas situa-
¢oes foram detectadas nas plantas de pimenta-do-
reino tratadas com os isolados bacterianos en-
dofiticos testados.

Resultados do teste de Duncan (Fig. 1) mostra-
ram que FBO (mudas bacterizadas com B0, em solo
com FSP), quando comparado a TF (mudas nao
bacterizadas, em solo com FSP), foi superior aos de-
mais tratamentos no tocante a protecdo contra o
patogeno, proporcionando reducio significativa
(p = 0,037) no nimero de plantas mortas. Embora com
efeito estatisticamente semelhante (p = 0,62) a FBO,
FB7 nao diferiu (p = 0,095) de TF.

Osisolados B2 ¢ B4 (Fig. 1) tiveram efeito deleté-
rio, aumentando significativamente (p = 0,026 ¢
p = 0,002) a mortalidade das mudas tratadas com os
mesmos, em comparagao com TF, ¢ inclusive com TA
(p = 0,043), para B4. Nio foi possivel detectar efeito
significativo dos demais isolados testados na mor-
talidade de mudas de pimenta-do-reino, sendo, por-
tanto, considerados de efeito neutro (Fig. 1).

NUmero de plantas mortas

L

TA TF TB1FB1TB2FB2TB3FB3TB4FB4TB5FB5TB6FB6TB7FB7 TBOFBO

0] « *

Tratamentos

FIG. 1. Mortalidade de plantas de pimenta-do-reino
tratadas com os isolados B0, B1, B2, B3, B4,
B5, B6 e B7 de bactérias endofiticas, em solo
infestado com F solani f. sp. piperis (FSP).
FB: FSP x bactéria; TB: testemunha bacté-
ria; TF: testemunha patéogeno; TA: tes-
temunha absoluta. Os asteriscos indicam di-
ferenca significativa (p<0,05) em relacao a
TF (barra escura), de acordo com o teste de
Duncan. Os valores sao média + erro padriao;
n=>5.
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Plantas tratadas com o isolado BO, na presenca
ou auséncia do patogeno, apresentaram produgao
de massa seca da parte aérea superior a TA (Fig. 2).
Portanto, ¢ possivel afirmar que esse isolado teve
efeito positivo no crescimento das plantas, atuando
como promotor de crescimento (Luz, 1991; Schippers
et al., 1991; Kloepper, 1993). Embora nio tendo sido
possivel detectar diferencas, dentro dos critérios
estatisticos adotados, ¢ possivel observar, na Fig. 2,
que os isolados B1, B5 e B7 apresentaram tendén-
cias a efeitos semelhantes ao de BO.

Observou-se, de modo geral, tendéncia das plan-
tas bacterizadas a priorizar a alocacdo de C para a
parte aérea, em detrimento do sistema radicular
(Figs. 2 e 3), principalmente para as folhas, sugerin-
do possivel efeito benéfico desses isolados na aqui-
sicdo de nutrientes (provavelmente N) pelas plan-
tas, tanto na auséncia como na presenga do patogeno.
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Tratamentos

FIG. 2. Producao de massa seca (MS) da parte aérea
e total de plantas de pimenta-do-reino. Tra-
tamentos conforme a Fig. 1. Os asteriscos in-
dicam diferenca significativa (p<0,05) em
relacao a TA (barra escura), de acordo com o
teste de Duncan. Os valores sao média + erro
padrao; n=3.
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Esse fato foi particularmente evidente nas plantas
tratadas com B0O. Uma caracteristica de plantas com
alto suprimento de N ¢ o aumento da alocacdo de
biomassa para a parte aérea, principalmente para as
folhas, em fungdo da menor necessidade de produ-
¢do de raizes para a absorcdo daquele nutriente
(Fichtner etal., 1995).

A Fig. 4 mostra que, em geral, o comportamento
fotossintético instantineo das plantas foi
satisfatério, embora nio tenha sido possivel detec-
tar efeito significativo dos tratamentos com os isola-
dos bacterianos em relagdo aos tratamentos TA ¢ TF.
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Alocagéo de biomassa (%)

N
o

o

TA TF TBOFBOTB1FB1TB2FB2TB3FB3TB5FB5TB6FB6TB7FB7
Tratamentos
[FA Folha Nl Haste [ Raiz

FIG. 3. Alocacao de biomassa em plantas de pimen-
ta-do-reino. Tratamentos conforme a Fig. 1.
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FIG.4. Fotossintese liquida (A) de plantas de pimen-
ta-do-reino. Tratamentos conforme a Fig. 1.
O asterisco indica diferenca significativa
(p<0,05) em relacao a TA e TF (barras escu-
ras), de acordo com o teste de Duncan. Os
valores sao média + erro padrao; n = 3.
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O comportamento fotossintctico satisfatorio em TF
pode ser explicado pelo fato de este ter sido medido
nas plantas sobreviventes, isto ¢, ainda sem mani-
festagcdo dos sintomas de fusariose. Resultados ob-
tidos por Zhang et al. (1996) demonstraram que a
aplicacao de Gliocladium roseum Bainier como agen-
te de controle bioldgico de Botrytis cinerea Pers. Fr.
em Picea mariana (Mill.) B.S.P. evitou decréscimos
significativos na taxa fotossintética das plantulas. A
fotossintese das plantas tratadas com o isolado B6
foi, no entanto, significativamente inferior a das de-
mais, refletindo a baixa produgio de massa seca total
¢ da parte adrea (Fig. 2) das plantas tratadas com
esse isolado.

CONCLUSOES

1. Oisolado BO (Methylobacterium radiotolerans)
atua como agente de controle de F solani
f. sp. piperis; os isolados B2 ¢ B4 (ndo identifica-
dos) tém efeito deletério, e os demais isolados testa-
dos tém efeito neutro na diminui¢io da mortalidade
de plantas de pimenta-do-reino.

2. Na auséncia do patégeno, M. radiotolerans
funciona como promotor de crescimento da parte
aérea em mudas de pimenta-do-reino.

3. As mudas tratadas com M. radiotolerans ten-
dem a priorizar a alocacdo de C para a parte aérea,
tanto na presenga como na auséncia do patdgeno.
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