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RESUMO

O feijdo Phaseolus vulgaris é amplamente cultivado e consumido tanto no Brasil, como em
outros paises. E uma cultura sensivel tanto a condi¢des abidticas, como temperaturas e
precipitagdo, como por condicOes bioticas, causadas pela interferéncia por microorganismos,
sendo o biocontrole de fitopatdgenos uma alternativa sustentdvel ao manejo de doencas nos
agroecossitemas. Com isso, 0 objetivo do presente trabalho foi isolar bactérias do conjunto
rizoplano e endofitico e da rizosfera de diferentes sistemas de producdo do feijdo, sistema
plantio direto e convencional, verificando seu potencial como agentes de biocontrole para
fitopatdgenos que acometem a cultura, como Macrophomina phaseolina, Sclerotinia
sclereotiorum, e Rhizoctonia solani. Para isso foram realizados testes de antibiose e testes de
biocaracterizacdo dos isolados bacterianos selecionados como: hidrolise de gelatina, amido e
caseina, producdo de sideroforos, producdo de biossurfactantes, producdo de aménia,
motilidade dos isolados selecionados e produgcdo de compostos volateis. A partir do
desenvolvimento deste trabalho foram selecionados seis isolados bacterianos, RD34, RD27,
SD18, RD12, RD10 e RD06, com potencial para o biocontrole de fitopatégenos que acometem
a cultura do feijdo, e que apresentaram o maior nimero de mecanismos associados ao
biocontrole das doencas estudadas.

Palavras-Chave: Fungos habitantes de solo. Biocontrole. Rizosfera. Rizoplano.



ABSTRACT

Phaseolus vulgaris common beans are widely cultivated and consumed in Brazil as well as in
other countries. It is sensitive to both abiotic, such as temperatures and precipitation conditions
and biotic conditions caused by interference by microorganisms, being the biocontrol of
phytopathogens a sustainable alternative to the management of diseases in agroecosystems.
Thus, rhizoplane and rhizosphere bacteria were isolated from different bean production
systems, no-tillage system and conventional, verifying their potential as biocontrol agents for
crop-infecting phytopathogens such as Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclereotiorum,
and Rhizoctonia solani. For this, antibiotic tests and biocharacterization tests of the selected
bacterial isolates were carried out: gelatin, starch and casein hydrolysis test, siderophores
production, biosurfactant production, ammonia production, selected isolates motile and volatile
compounds production. From the development of this work, six bacterial isolates, RD34, RD27,
SD18, RD12, RD10 and RDO06, with potential for the biocontrol of plant pathogens that affect
the bean culture, were selected and presented the greatest number of mechanisms associated to
the biocontrol of diseases studied.

Keywords: soil fungi. Biocontrol. Rhizosphere. Rhizoplane.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é 0 segundo maior produtor e consumidor mundial de feijao com area que
correspondente a 3.169 mil hectares (ha), e producédo de 3.202 mil toneladas do gréo, sendo a
india o primeiro, seguido por Myanmar, China, Estados Unidos e México (FAO, 2012). A safra
de inverno é responsavel pela maior parte da producdo anual de feijdo com 46% da producéo,
concentrada principalmente nos estados de Goias e Bahia (MAPA, 2015). O feijdo é cultivado
em diferentes regibes e épocas, possuindo trés safras: a safra das guas, a safra das secas e a

safra de inverno.

No Brasil, sdo utilizados trés sistemas de plantio para a cultura do feijdo: plantio direto,
que consiste em ndo revolver o solo aliado a adogdo de praticas conservacionistas; plantio
convencional, caracterizado pelo revolvimento do solo e, portanto predominancia de solo
descoberto. Ambos os sistemas até entdo apresentados utilizam de insumos sintéticos para
correcdo da fertilidade do solo e produtos quimicos no combate de doencas, plantas daninhas e
insetos. O terceiro sistema, de base ecoldgica, vem sendo utilizado em pequenas propriedades
rurais com reaproveitamento de insumos oriundos de outras atividades agricolas, como: esterco

bovino, suino e ou de aves.

Dentre os fatores que delimitam a producdo de feijdo, encontram-se as condicGes
abioticas, como: temperatura (consideradas ideais na faixa de 15 a 29° C), vento, precipitacdo
(de 300 a 400 mm), fotoperiodo e radiacdo solar; e condicdes bioticas, caracterizadas pela
interferéncia causada por microrganismos fitopatogénicos: fungos, bactérias, nematoides e

virus.

As principais doencas do feijao podem ser causadas por patdgenos de parte aérea:
antracnose (Colletotrichum lindemuthianum), por bactérias, como Crestamento-bacteriano-
comum (Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli), por virus, como mosaico-dourado (Bean
Golden mosaic virus) e por fungos habitantes do solo, como mofo branco (Sclerotinia
sclerotiorum), podridao-cinzenta-do-caule (Macrophomina phaseolina), podridao-radicular-
de-rizoctonia (Rhizoctonia solani) e podriddo-radicular-seca (Fusarium solani f. sp. phaseoli);
com destaque para os ultimos, os quais desenvolvem estruturas de sobrevivéncia no solo
(PAULA JUNIOR et al., 2008).
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Para o controle das doencas do feijdo, sdo recomendadas medidas fisicas, quimicas,
culturais, genéticas, e biologicas. Em que o uso de microorganismos vem ganhando espago por
ser uma alternativa a utilizacdo de quimicos, promovendo o aumento da populacdo de
organismos benéficos a cultura (BEDENDO, 2011).

O controle biolégico é definido como a reducdo de inéculo causada por patdégenos ou
parasitas em atividade ou dorméncia, por um ou mais organismos, sendo tanto de cunho natural,
como pela introdugdo de um ou mais antagonistas (BAKER & COOK, 1974).

Vaérios estudos tém apresentado resultados positivos do ponto de vista do controle
bioldgico de fungos na cultura do feijdo Nechet et al. (2011) testaram diferentes isolados de
rizobactérias, selecionando oito isolados néo identificados com potencial antagbnico para mela
do feijdo (Rhizoctonia solani), controlando de 33% a 96% a doenca, demonstrando controles
semelhantes e até mesmo superiores aos alcancados com controle quimico. Mansour et al.
(2008), estudaram os efeitos de Trichoderma harzianum e Baccilus amyloliquefaciens sobre
Sclerotinia sclerotiorum em hortalicas como tomate, berinjela e ab6bora, quando inoculadas
com o patdgeno, obtendo inibicdo do crescimento, producdo de micélio e esclerddios de 80%,
demonstrando o potencial de bactérias e fungos no controle bioldgico de doencas.

Bactérias rizosféricas possuem grande potencial para o biocontrole, podendo apresentar
uma série de mecanismos de acdo envolvidos no biocontrole de doengas, como antagonismo, a
partir da producdo de compostos antibioticos, producdo de compostos volateis nocivos aos
fitopatdgenos, competicdo por nutrientes e espaco em um determinado ambiente, parasitismo
dos fitopatdogenos e até mesmo a inducdo de resisténcia das plantas hospedeiras aos
fitopatdgenos.

Com isso, o objetivo deste trabalho foi isolar bactérias de diferentes sistemas de cultivo
da cultura do feijao, afim de selecionar potenciais agentes de biocontrole dos fitopatdgenos
habitantes do solo, Sclerotinia sclerotiorum, Macrophomina phaseolina e Rhizoctonia solani

da cultura.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A CULTURA DO FEIJAO COMUM (Phaseolus vulgaris)

O feijao, género Phaseolus L., possui cerca de 55 espécies, onde apenas cinco sao
cultivadas: P. vulgaris L., P. lunatus L., P coccineus L., P acutifolius A. G e P. polyanthus. A
América é o centro de origem dessa cultura, sendo México, Andes e Colémbia os principais
centros de domesticagdo (DEBOUCK, 1993). A principal espécie, P. vulgaris, denominado
feijdo comum, é difundida e cultivada nos cinco continentes (SANTQOS, 2004).

O feijao caupi, Vigna unguiculata (L.), representa 20% do consumo no Brasil, enquanto
que o feijdo comum, representado pelas variedades de cores, representa 80% do consumo, sendo
amplamente cultivados e consumidos de norte a sul do pais (MAPA, 2015). Segundo dados do
IBGE (2016), a estimativa de producdo da cultura do feijao para o ano de 2016, somando as
trés safras, é de 3.296.411 toneladas, onde a area total cultivada corresponde a 3.092.854 ha e
rendimento médio de 1.066 kg/hat.

No Brasil, o consumo de feijdo é elevado, sendo a producdo do grdo absorvida pelo
mercado interno. Segundo MAPA (2015) em média os brasileiros consomem por ano 19 quilos
de feijdo por pessoa. O interesse comercial pelo cultivo do feijao no Brasil se da por este estar
incluso na cesta basica dos brasileiros, principalmente os que possuem menor poder aquisitivo.
No que se refere ao valor nutricional do grdo, o seu consumo apresenta inimeras vantagens
como alto teor de proteinas, fibra alimentar, presenca de carboidratos complexos em altos
teores, bem como vitaminas do complexo B (LAJOLO et al., 1996).

As regides de maior concentracao da producdo brasileira de feijdo, sdo o Nordeste que
aparece como principal produtor com 52,1% da area total cultivada do grdo, seguido da regido
Sul. Para o estado do Rio Grande do Sul, através do Zoneamento Agricola de Risco Climético
para a cultura do feijdo para a safra 2015/2016, séo indicadas 58 cultivares, predominando as
de gréo tipo preto. J& a produtividade do feijdo apresenta variagdo com o sistema de cultivo
empregado, habito de crescimento, cultivar, gendtipo e condicdes climéaticas na época e
sistemas de cultivo (MAPA, 2015).

No que se refere ao habito de crescimento do feijao, esse pode ser determinado, onde as
inflorescéncias ocorrem do apice da planta para a base ou indeterminado, onde as

inflorescéncias crescem da base para o apice, desenvolvendo inflorescéncias axilares, Neto e
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Fancelli (1999), descrevem ainda os estadios fenoldgicos do feijdo, que se estendem do estadio
V0 ao estagio R9, sendo 0 V1 o mais importante, por corresponder pela emergéncia das plantas.

A cultura do feijdo possui trés safras especificas, a safra das chuvas, onde o plantio é
realizado de julho a agosto, nas regides Sul, Sudeste, e os estados de Goias e Bahia sdo 0s
responsaveis pela producdo (MELO et al., 2007). Na safra das secas, o plantio é realizado de
janeiro a margo, nas regides Nordeste, Sul e Sudeste as principais produtoras, correspondendo
a 31% da producdo anual total de feijdo. Ja na safra de inverno, o plantio ocorre nos meses de
abril a julho, sendo os estados de Minas Gerais, Goias, Sdo Paulo e Bahia 0s responsaveis por
23% da producdo total (MAPA, 2015).

Os sistemas de cultivo mais utilizados para a cultura do feijdo sdo plantio direto e
sistema de cultivo convencional. No plantio convencional o solo é preparado com a utilizacdo
de maquinas, consiste na aracdo, gradagem, semeadura, cultivos subsequentes e intenso
revolvimento do solo, a semeadura da cultura é feita utilizando-se de fertilizantes sintéticos para
adubacdo e agroquimicos para eliminacdo de plantas daninhas, pragas e doencas da cultura
(BRAUNAK & DEXTER, 1989). Este sistema fornece como vantagens o aumento da
mineralizacdo dos componentes organicos do solo pelos microorganismos, devido a
incorporacdo dos residuos culturais pelo revolvimento, aumento da infiltracdo da &gua das
chuvas, incorporagdo dos fertilizantes sintéticos e matéria organica, e aumento da aeragdo do
solo. J& as desvantagens deste sistema de forma geral incluem uma maior compactagédo do solo
pela utilizacdo de maquinas pesadas, erosdo pela exposicdo direta do solo aos intempéries,
assim como lixiviacdo dos fertilizantes aplicados (SBCS, 2004).

No plantio direto a semeadura é realizada sobre a palhada de uma cultura anterior, sem
utilizacdo de maquinas pesadas, onde o revolvimento € apenas realizado na linha de semeadura,
sendo adotadas préaticas como rotacao de culturas na area, conservacdo do solo, dentre outras
(SANTOS, et al., 2004). Segundo o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento,
MAPA (2015), as vantagens da ado¢ao desta pratica, sdo principalmente a reduc¢do na utilizacdo
de insumos quimicos, controle da erosdo, devido a infiltracdo mais lenta da agua no solo,
promovida pela cobertura vegetal pré-existente. Além disso, o sistema plantio direto promove
menor dependéncia do clima, devido a biomassa presente, melhor equilibrio biodinamico,
assim como controle de plantas daninhas, doencas e nematdides, proporcionado pela cobertura

constante do solo. O feijdo também é cultivado de forma orgénica principalmente pela
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agricultura familiar de subsisténcia. Segundo o censo agropecuario da agricultura familiar, 70%
da producéo é proveniente desse sistema (IBGE, 2006).

O manejo de solo adequado ¢é fundamental para o sucesso produtivo da cultura do feijéo,
por possuir sistema radicular delicado e concentrado na camada de 0-20 cm, sendo solos
fridveis, com boa aeracdo, e em locais ndo encharcados recomendados para seu cultivo, assim
como adubacgdes de correcdo e reposicao de elementos exigidos pela cultura como N, P, K, Ca,
Mg, S, e micronutrientes em guantidades menores, como Fe, Cu, Zn, Mn, B e Mo. (CRUZ et
al., 2004; FERREIRA, ANDRADE e ARAUJO, 2004).

Em relacdo aos atributos bioldgicos do solo, estudos realizados no Parana,
demonstraram diferencas na respiracdo basal, sendo estes significativamente mais altos quando
sob plantio direto se comparados com sistema convencional, atributo este atribuido a maior
atividade bioldgica no sistema plantio direto, devido principalmente ao acimulo de matéria
organica neste sistema (BALOTA et al., 1998). Os mesmos autores também observaram
incrementos de 118 e 101% do carbono e nitrogénio respectivamente da biomassa microbiana,
evidenciando que a pratica do plantio direto proporciona maior biomassa microbiana e menor
perda relativa de C no solo a longo prazo, podendo estabelecer maiores diversidades de
microorganismos decompositores e maior relagdo carbono biomassa microbiana/carbono
organico.

Estudos realizados no Distrito Federal, sob Latossolo Vermelho submetidos a
diferentes sistemas de cultivo, convencional e plantio direto, demonstraram diferencas
significativas quanto & capacidade de troca de cétions, e a atividade bioldgica em sistema
plantio direto, devido principalmente ao acimulo de matéria organica no solo e a palhada,
conferindo protecdo a acdo direta das oscilacGes climaticas de temperatura e precipitacao
(COSTA, GOEDERT e SOUSA, 2006).

O feijdo é uma planta sensivel & acéo tanto de fatores edafoclimaticos abidticos, quanto
de organismos vivos, bioticos, proporcionando oscilagdes no rendimento produtivo
(FANCELLI e NETO, 2007). O mesmo autor destaca a problematica de cultivos sucessivos ao
longo dos anos nas mesmas regides, bem como utilizacdo de sistemas de cultivo irrigado sem
adocdo de praticas culturais adequadas, como rotacdo de culturas, aliado ainda ao uso excessivo
de agrotoxicos, os quais provocam desequilibrio do agroecossistema, ocasionando a eliminagéo
de organismos que agem como inimigos naturais, contribuindo para o0 aumento e disseminagéo

de pat6genos nas areas de cultivo e persisténcia dos mesmos.
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Apesar do feijdo apresentar uma ampla adaptacdo edafoclimética, caracterizada pela
possibilidade do seu cultivo em até trés safras durante o ano em uma grande parte do Brasil
(MENEZES, 2001), ha interferéncias de ordem abidtica que podem influenciar a sua producao,
com destaque para a radiacdo solar, que exerce influéncia direta na taxa de fotossintese das
plantas (DIDONET; SILVA, 2004), precipitacdo, que pode variar entre 300 e 500 mm e a
temperatura ao longo do ciclo da cultura para as diferentes regides brasileiras, podendo reduzir
em torno de 60% o percentual de rendimento de algumas cultivares de feijdo, quanto submetido
ao deficit hidrico (SILVEIRA et al., 2001).

A cultura do feijdo necessita de temperaturas que variam entre 15 e 29°C para 0 seu
desenvolvimento, temperaturas abaixo ou a cima da faixa considerada ideal para o cultivo,
podem ocasionar perdas da produtividade final da cultura, sendo a fase reprodutiva a mais
sensivel, principalmente de enchimento de grdos (FANCELI e DOURADO NETO, 1999).

2.2 PRINCIPAIS PLANTAS DANINHAS, PRAGAS E DOENCAS DA CULTURA DO
FEIJAO

Alem dos fatores abidticos citados anteriormente, e que contribuem negativamente para
0 baixo rendimento do feijdo, destacam-se também fatores bioticos relacionados com a
interferéncia causada por plantas daninhas, pragas e doencas. Além da perda produtiva, a
ocorréncia desses agentes em cultivos de feijdo faz com que os custos de produgdo sofram
aumentos consideraveis (CASTRO et al., 2005).

O feijdo € uma planta suscetivel a diversas pragas e doencas devido principalmente ao
seu cultivo ser realizado em ecossistemas variados e épocas distintas durante o ano. As
interferéncias podem ser por plantas daninhas, pragas e doencas, ocasionadas principalmente
por manejo inadequada das areas de cultivo, como rotacéo de culturas inadequado, compactacéao
do solo, correcdo de adubacdo insuficientes, dentre outras praticas (JUNIOR, VIEIRA e
ZAMBOLINI, L., 2004)

O feijdo sofre grande interferéncia de plantas daninhas principalmente por competicao
entre os periodos criticos de estabelecimento e desenvolvimento da cultura, que variam entre
10 e 30-40 dias em média (LORENZI, 1994). Dentre as principais plantas daninhas que causam

diminuicdo da producdo do feijdo estdo a grama-seda (Cynodon dactylon), capim-colonido
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(Panicum maximum), capim-massambara (Sorghum halepense), sapé (Imperata cylindrica),
tiririca (Cyperus rotundus), capim-fino (Brachiaria mutica), capim-camalote (Rottboelia
exaltata), todas apresentando ciclo de vida perene, necessitando assim um programa de

prevencdo e manejo por serem de dificil controle (LORENZI, 1994).

A cultura do feijdo sofre perdas consideraveis devido ao ataque de pragas, ocorrendo
estes desde a semeadura, até a colheita, podendo os danos serem causados em qualquer estadio
fenoldgico da cultura (MODA-CIRINO, 2007). Dentre as principais pragas primarias da cultura
do feijdo, destacam-se a mosca-branca (Bemisia tabaci), a cigarrinha verde (Empoasca
kraemeri), as vaquinas (Diabrotica speciosa e Cerotoma arcuata), o &caro branco
(Polyphagotarsonemus latus), e os percevejos (Nezara viridula, Piezodorus guildiniie e
Neomegalotomus parvus). O manejo das pragas deve ser feito a fim de diagnosticar com
antecedéncia a ocorréncia de pragas que possam causar danos a cultura, tendo como principio
0 manejo integrado de pragas e doencas, utilizando de diferentes métodos de controle
associados (GALLO et al., 2002).

Outro fator limitante na producdo do feijdo sao as doencas, que sao agentes responsaveis
pela reducdo da produtividade do feijdo, além de reduzir a qualidade fisioldgica e sanitaria das
sementes (CASTRO et al., 2005). Sua incidéncia e severidade podem variar de acordo com a
raca do patdgeno, regiao e cultivar (BIANCHINI; MARINGONI e CARNEIRO, 1997).

Dentre as principais doencas fungicas, destacam-se aquelas de raizes, como mofo
branco (Sclerotinia sclerotiorum), murcha-de-fusario (Fusarium oxysporum), podridao-
cinzenta-do-caule (Macrophomina phaseolina), podriddo-do-colo (Sclerotium rolfsii),
podrid&o-radicular-de-rizoctonia (Rhizoctonia solani) e podridao-radicular-seca (Fusarium
solani), e de parte aérea: antracnose (Colletotrichum lindemuthianum), ferrugem (Uromyces
appendiculatus), mancha angular (Pseudocercospora griseola) e oidio (Erysiphepoly goni)
(PAULA JUNIOR et al., 2008).

Destaque especial é dado para aquelas doencas causadas por fitopatdgenos habitantes
do solo, como: Podridéo radicular de Rhizoctonia ou Tombamento (Rhizoctonia solani), Mofo
branco (Sclerotinia sclerotiorum), Podriddo-radicular-seca (Fusarium solani), e Podriddo
cinzenta (Macrophomia phaseolina), tendo todas em comum o fato dos patdgenos

desenvolverem estruturas de sobrevivéncia no solo, também chamados de patdgenos
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necrotréficos, sendo assim importante a adogdo de praticas agricolas adequadas para o seu
controle (BIANCHINI, MARINGONI e CARNEIRO, 1997).

2.2.1 Podridao cinzenta do caule (Macrophomina phaseolina)

A podrid&o cinzenta do caule, causada pelo fungo Macrophomina phaseolina (Tassi)
Goid., é amplamente difundida em diversos paises que possuem clima quente aliado a periodos
de seca (ATHAYDE SOBRINHO et al., 1998). Este patogeno possui diversas plantas
hospedeiras, como o milho, algodéo, soja, sorgo dentre outras. Seus sintomas apresentam-se
inicialmente como lesdes irregulares na haste da planta, de cor escura e pouco deprimidas
(DHINGRA e SINCALIR, 1978).

A sobrevivéncia do patdgeno se da pelo desenvolvimento de estruturas chamadas
esclerddios, que séo capazes de sobreviver no solo e em restos de cultura em forma de picnidios
(SHORT e WYLLIE, 1978). Ja a disseminacao do agente causal pode ser desde contaminacédo
de méquinas e equipamentos utilizados no preparo dos cultivos agricolas, até aguas de irrigacéo,
sementes sem procedéncia, vento e animais (BIANCHINI, MARINGONI e CARNEIRO,
1997). E uma doenca a qual ocorre principalmente em regides de temperaturas quentes durante
dias consecutivos (ITO et al., 2003). A temperatura ideal para que ocorra a infeccdo é de 27°C
por varios dias, aliado ao estresse hidrico da planta (SANDHU e SINGH, 1999).

Ao longo do periodo de infeccdo da planta, as leses adquirem coloracao cinza, podendo
ocorrer clorose das folhas, murcha, e até mesmo a morte de ramos ou de toda planta. Com o
avanco das lesBes, pode haver a quebra dos galhos, devido ao enfraquecimento da planta. Em
infeccbes mais velhas, pode-se observar pontos de coloracdo escura formados por esclerddios
e picnidios do patdégeno (BIANCHINI, MARINGONI e CARNEIRO, 1997).
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Fotografia 1 - Sintomas de Macrophomina phaseolina em caule (A) e vagens (B) de feijéo.

Fonte: Bernardo de Almeida Halfeld-Vieira, 2005.

Fotografia 2- Picnidios de Macrophomina phaseolina visualizados em microscopio
estereoscopico (A). Observacdo em microscopio Otico de picnidio e picnididsporos de
Macrophomina phaseolina (B).

Fonte: Bernardo de Almeida Halfeld-Vieira, 2005.

2.2.2 Podridao radicular de Rhizoctonia ou Tombamento (Rhizoctonia solani)

A Podridao radicular de rhizoctonia ou tombamento € causada pelo fungo Rhizoctonia
solani Kuhn, [teleomorfo Thanatephorus cucumeris (Frank) Donke] e tem grande importancia
devido a reducdo do estande das plantas, e em consequéncia diminuicdo significativa na
produtividade final da cultura (VILARINHO et al., 2005).

No feijdo os sintomas se apresentam como lesdes deprimidas com bordos delimitados,
de cor marrom-avermelhada. A sobrevivéncia do fungo se da como esclerédio ou como micélio
em associacdo com restos culturais, ap6s a colheita, e matéria organica no solo ou plantas
hospedeiras perenes (GROSCH, et al, 2006).
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A disseminacdo se da por restos da cultura contaminados, através de sementes
contaminadas, as quais servem de indculo primario, ventos, chuva, irrigacdo, maquinas
agricolas e solo contaminado transportado para outros locais. A temperatura ideal para o
desenvolvimento da doenca é de 15 a 18° C, temperaturas superiores a 21° C reduzem
significativamente o nimero de cancros ocasionados pelo fungo na cultura (BEDENDO, 2011).

A partir do desenvolvimento da doenca, principalmente na parte basal do hipocétilo e
raiz principal de plantas jovens, as lesdes transformam-se em cancros avermelhados (KRAFT,
1993). Por se tratar de uma doenca do grupo dois de McNew (MCNEW, 1960), plantas adultas
sdo menos afetadas que plantulas (BIANCHINI, MARINGONI e CARNEIRO, 1997).

A infeccdo se da a partir da penetracdo do patégeno através de injarias, aberturas

naturais, como estbmatos e também pela cuticula intacta da planta (AGRIOS, 2005).

Fotografia 3 - Hifas de Rhizoctonia solani observadas a partir do microscopio.

Fonte: Rogério de Oliveira Marques, 2005.

2.2.4 Mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum)

Por possuir mais de 300 espécies hospedeiras, 0 mofo branco, causado por Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary, € uma doenca de grande importancia ndo sé para a cultura do feijdo,
sendo capaz de causar perdas consideraveis na produtividade de diferentes culturas. Ocorre em
diversos locais do mundo, principalmente em regides de clima tropical e subtropical (PAULA
JR. & ZAMBOLIM, 2006).

Os sintomas da infeccdo pelo patdgeno inicialmente aparecem como lesGes pequenas e
aquosas, as quais aumentam em tamanho rapidamente, tomando o érgdo atacado pelo patdgeno.
As partes da planta infectadas pelo patégeno perdem a cor com o desenvolvimento da doencas,
passando a apresentar coloracdo amareladas e posteriormente marrons, acarretando em uma
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podridao de aspecto mole nos tecidos infectados provocando a morte dos ramos e até mesmo
da planta (BEDENDO, 2011).

A partir de condicdes favoraveis de umidade e temperatura, o micélio branco e cotonoso
do fungo se desenvolve sob as lesdes, podendo este sobreviver até trés anos dormente em
sementes infectadas. Quando a infecgdo torna-se severa, acarretando na morte de ramos e até
mesmo da planta, pode-se observar o engrossamento do micélio do patégeno, apresentando a
formacéo de esclerodios, que podem sobreviver no solo de 5 a 8 anos. As condicdes ideias de
temperatura variam de 11 a 20°C, sendo dias frios e umidos ideias para o desenvolvimento da
doenga. Lavouras densas, umidade no solo e dias frios promovem o desenvolvimento e
disseminacdo da doenca, onde os apotécios (germinagdo dos esclerddios) esporulam de cinco
até 10 dias, disseminando o patdgeno através do vento, restos culturais de plantas infectadas,
sementes contaminadas e agua de irrigacdo (BIANCHINI, MARINGONI e CARNEIRO,
1997).

Fotografia 4 — Apotécios de Sclerotinia sclerotiorum sendo ejetados pelos ascosporos (A).
Sintomas e sinais de Sclerotinia sclerotiorum em vagens de feijdo a direita.

Fonte: COBB & DILLARD, 2004. Fonte: LOBO JUNIOR et al., 2009

2.3 PRINCIPAIS METODOS DE CONTROLE DE DOENCAS EM FEIJAO

Alguns solos, devido as suas caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas, conseguem
prevenir naturalmente o estabelecimento de patdgenos ou inibir as suas atividades patogénicas,
sendo que esse fendmeno € denominado de supressividade, e os solos que possuem essa
caracteristica sdo denominados de solos supressivos (BETTIOL et al., 2009). Porém, os

agroecossitemas em geral, necessitam da atuagdo antropica para o emprego de métodos de
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controle que suplementam o potencial supressor de patégenos no sistema de cultivo (MADER
etal., 2002).

Doencas de plantas podem ser definidas como a interacdo entre patdgeno, o qual deve
ser patogénico e virulento, ambiente, que deve ser favoravel para o surgimento e
estabelecimento de determinada doenca, e hospedeiro, o qual deve ser suscetivel, e ou em fase
suscetivel de desenvolvimento a infecdo por determinado patégeno. Para obter o controle de
doencas de plantas, é necessario que o triangulo, patégeno-ambiente-hospedeiro seja rompido
em alguma de suas extremidades, onde algum dos fatores seja desfavorecido, como por
exemplo modificacdo do ambiente, como: umidade, temperatura, luminosidade e época de
semeadura, ou para que a fase em que a planta se encontra mais suscetivel a determinado

patégeno nao coincida com o periodo mais favoravel para o seu surgimento (AGRIOS, 1997).

Segundo os principios de Whetzel 1925 e 1929, os métodos de controle de doengas de
plantas podem ser agrupados em quatro principios bioldgicos, sendo: exclusdo, onde parte-se
do principio de prevencao da entrada de determinado patdgeno em cultivos agricolas ainda ndo
infestados; erradicacdo, onde por meio de diferentes métodos de controle —quimico, fisico,
bioldgico, cultural, genético- determinado patégeno é eliminado de uma é&rea infestada;
protecdo, onde € introduzida uma barreira protetora entre a planta suscetivel e o indculo do
patdgeno; imunizacdo, onde as plantas de interesse agricola por meio de meios naturais, ou
introducéo de genes, tornam-se imunes, ou altamente resistentes a determinados patdgenos, em
uma area com grande infestacdo do patégeno em questdo; e a terapia, a qual consiste no
reestabelecimento da sanidade da planta, a qual ja foi infectada por um determinado patégeno
(BEDENDO, 1995).

Sdo inimeros os métodos que podem ser utilizados para o controle de patdgenos que
acometem a cultura do feijao, como fisicos, quimicos, culturais, além do controle genético e
controle bioldgico, porém sua eficacia depende de quais praticas serdo adotadas e

principalmente da conciliacdo de diversos métodos de controle — manejo preoconizado.

O Controle fisico trata-se do controle de patdgenos que acometem as plantas cultivadas
através de métodos fisicos para diminuicdo do inoculo inicial, no caso de emprego de
temperaturas altas, e reducdo no desenvolvimento de patdgenos, bem como diminuicdo da
senescéncia do hospedeiro, e no caso de emprego de temperaturas baixas. No controle fisico

além do uso de diferentes temperaturas, e do emprego de radia¢es. Exemplos de controle fisico
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sdo: refrigeracdo de produtos armazenados; tratamento térmico de frutas e legumes; tratamento
térmico de 6rgdos de propagacdo; tratamento térmico do solo a vapor; solarizacdo do solo;
eliminacdo de determinados comprimentos de onda; uso de radiacao ultravioleta germicida; uso
de radiacdo ionizante, e o armazenamento em atmosfera controlada ou modificada
(BEDENDO, 2011).

Estudos realizados por Ambrosio et al., (2008) identificaram a associacdo da
incorporacdo de matérias vegetais de mandioca com a solarizacao do solo, método de controle
fisico que visa utilizar o calor gerado pelos raios solares, associado a cobertura do solo com
plastico de polietileno, no controle de fitopatégenos habitantes de solo, como Macrophomina
phaseolina, Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclereotiorum, objeto do presente estudo, obtendo
controle total aos sete dias, demonstrando a eficiéncia do métodos de controle fisico, bem como

do emprego de métodos de controle associados.

O controle quimico consiste na aplicacdo de produtos quimicos, agrotéxicos a fim de
controlar tanto patdgenos de plantas cultivadas, quanto plantas indesejaveis e insetos nas
culturas de interesse comercial. Seu uso teve inicio a partir da segunda guerra mundial, onde
foi impulsionado devido a escassez de terras, onde néo era possivel realizar a rotacdo de culturas
(KIMATI, 1995). Para o controle de patdgenos que produzem estruturas de resisténcia no solo,
sdo utilizados produtos quimicos muito toxicos (Lorentz et al., 2006), fumigantes, tendo
inclusive muitos desses produtos como proibidos para utilizagcdo, como o brometo de metila
(BESRI et al., 2010).

Vieira et al., (2001), estudaram quatro fungicidas no controle de Sclerotinia
sclerotiorum via agua de irrigacdo nas doses recomendadas para a cultura do feijao, sendo eles:
benomylm, iprodione, procimidone, e fluazinam, de acordo com as doses recomendas,
observando fluazinam o tratamento com os melhores resultados, tanto no controle do patdgeno,
como também no incremento da producdo Kg/ha, sendo 2054 Kg/ha (fluazinam) e 1406 Kg/ha

no tratamento testemunha.

Estudando os efeitos do controle quimico utilizando de vinclozolin, fluazinan, tiofanato
metilico, procymidone, benomyl, fluazinan e iprodione sobre Sclerotinia sclerotiorum, Costa e
Costa (2004), observaram 100% da inibicdo das estipes e apotécios do patdgeno quando
aplicado vinclozolin. Fluazinan inibiu a formacéo de apotécios, e fluazinan e tiofanato metilico

inibiram em 75% a germinacdo miceliogénica dos esclerddios, seguidos de procymidone e
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vinclozolin com 60%. J& benomyl, fluazinan e iprodione se apresentaram menos eficientes no
controle do patdgeno, resultados esses com porcentagem de controle semelhante aos resultados
proporcionados pelo controle biolégico e relatados na literatura em diversos trabalhos,

alternativa a utilizacdo de produtos muitas vezes toxicos ao meio ambiente.

A pratica da monocultura e utilizacdo de modos de ac&o repetitivamente contribui para
0 aumento das doses de produtos empregados nas areas cultivadas, contribuindo para que 0s
fitopatdgenos, pragas e plantas invasoras tornem-se resistentes a determinados produtos
quimicos, fazendo assim com que 0s mesmos tenham que ser usados em maiores concentracoes,

ou tornem-se até mesmo ineficientes.

Com o aumento do uso dos agrotoxicos, houve crescimento principalmente pelo
interesse publico, que esses alimentos produzidos a partir da aplicacdo de produtos quimicos,
fossem de qualidade e quantidade suficiente para suprir a demanda de consumo, ja que 0s
primeiros produtos da chamada revolucdo verde e seu pacote tecnologico, mais precisamente
0s organo-clorados, trouxeram prejuizos ao meio ambiente a longo prazo, devido a sua
persisténcia por longos periodos; eram também lipossolUveis e acumulavam-se no organismo
de animais, perpetuando na cadeia alimentar através dos processos de bioacumulacdo e
biomagnificacdo, e também afetavam a reproducdo de algumas espécies (BIANCHINI,
MARINGONI e CARNEIRO, 1997).

Dentre os métodos de controle, o cultural € um dos métodos de menor impacto, por
tratar-se de préaticas associadas a outros controles usualmente utilizados, minimizando assim os
danos causados por fitopatogenos de plantas cultivadas. Segundo Bedendo et al., (2011), as
praticas adotadas no controle cultural, interferem basicamente na sobrevivéncia, na producdo e

disseminacdo do in6culo dos agentes causais de doengas.

Exemplos de préticas de controle cultural de doencas de plantas: rotacdo de culturas;
uso de sementes, mudas e 6rgdos de propagacao vegetativas de procedéncia e sadios; realizacao
de “rouguing”, a qual objetiva a eliminagdo de plantas doentes da cultura de interesse;
eliminacdo de plantas voluntarias e hospedeiras alternativas; eliminacdo de restos culturais;
preparo adequado de solo, visando as praticas conservacionistas; manutengdo e incorporagao
de matéria organica ao solo; atentar a época de plantio e ao calendario de zoneamento de risco
climatico para as diferentes regides, bem como as cultivares recomendadas; densidade de

plantio adequadas para cada cultivar; irrigacdo e drenagem; nutricdo mineral adequada,
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atentando a anélises de solo das areas de interesse agricola; pH do solo adequado; poda de
limpeza da cultura; barreiras fisicas; superficies repelentes a vetores; préaticas de desinfesta¢éo;
semeadura em profundidade adequada e plantio na direcdo contraria ao vento predominante
(BIANCHINI, MARINGONI e CARNEIRO, 1997).

Macena, Canteri e Ferreira Junior (2011), estudaram os efeitos do espagamento e
manejo de restos culturais para o controle de Sclerotinia sclerotiorum em feijoeiro, observando
que os espacamentos de 40 cm e 60 cm entre linhas foram significativamente superiores a 20
cm para a reducdo do nimero de esclerddios do patdgeno. Napoledo et al., (2005) afirmam que
0s restos culturais podem agir como uma barreira fisica, dificultando a formacédo de apotécios
e liberacdo de ascosporos de Sclerotinia sclerotiorum, justificando a importancia de um manejo
adequado para a diminuicdo do inéculo primario de diversos patdgenos. Os danos causados
pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum podem ser minimizados através do manejo empregado,
assim como Nasser e Sutton (1993) observaram a redugdo do indculo de Sclerotinia
sclerotiorum na cultura do feijdo, devido principalmente a barreira mecéanica formada pela
palhada da cultura anterior em plantio direto, reduzindo assim a liberagdo do indculo no

ambiente.

A supressao da populacdo de Rhizoctonia spp. foi observada por Toledo-Souza et al.,
(2008), a partir da utilizacdo de cultivos prévios de gramineas, especialmente capim-mombaca
(Panicum maximum) e braquiaria (Brachiaria brizantha), também evidenciaram menores
populacbes de patdgenos habitantes de solo em plantios onde houve revolvimento do solo,
sendo o fato da decomposicdo acelerada desses residuos, pelo contato com microorganismos
decompositores, 0 que ndo acontece sob o sistema plantio direto, onde a decomposicdo dos

restos culturais se da de forma lenta.

O controle genético é definido como o controle onde sdo introduzidos genes em plantas
de interesse comercial e que sdo suscetiveis a determinados patdégenos, para que as mesmas
venham a desenvolver resisténcia, possibilitando o seu cultivo. A resisténcia atribuida a
determinadas plantas pode ser qualitativa ou quantitativa. Na resisténcia qualitativa, o gene R
é o responsavel pelo controle atribuido, e de alguma forma identifica o patégeno. Ja na
resisténcia quantitativa, esta € controlada por determinados genes que atuam em diferentes
etapas do reconhecimento, desde que 0 mesmo ndo tenha ocorrido anteriormente (BIACHINI
etal., 1997).
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Garcia e Julliati (2012), estudaram o comportamento de duas cultivares de soja e 90
genotipos com plantas em diferentes estadios vegetativos (V1, V2, V3, V4 e R1) frente a
Sclerotinia sclerotiorum, para determinar o estadio fenologico ideal , bem como o periodo de
contato do patégeno com o tecido da planta para deteccédo da resisténcia parcial para inoculagéo
de Sclerotinia sclerotiorum, , observando os estadios V1, V2 e V3 os ideias para inoculagao do
patbgeno para avaliacdo de resisténcia, identificando 19 genOtipos resistentes ou
moderadamente resistentes quando realizados testes de folha destacada, e destes apenas dois
comportaram-se como moderadamente resistentes quando realizadas inoculacdes do patdégeno
em plantas, demonstrando a agressividade do patdgeno e necessidade de alternativas eficientes
de controle.

Diante das dificuldades em encontrar métodos de controle fisico, compativeis com a
cultura do feijao, as facilidades que alguns patégenos possuem de sobreviver no solo em restos
culturais, bem como a dificuldade de se encontrar cultivares resistentes, e 0s problemas
ocasionados pela utilizacdo de fungicidas, como contaminacdo do ambiente e dos alimentos,
busca-se como alternativa e efeito de controle, onde posiciona-se o controle bioldgico.

Além dos controles ja utilizados usualmente, o controle biol6gico € apresentado pela
literatura especializada como uma alternativa aos sistemas de cultivo agricola, uma vez que visa
a manutencao da populacédo dos agentes bioldgicos nocivos aos patdgenos presentes no solo. O
controle biologico consiste na insercdo de microorganismos capazes de agir de forma
antagonista aos fitopatdgenos da cultura, promovendo determinado grau de equilibrio,
diminuindo sua intensidade e populacdo a niveis inferiores aos de danos econémicos, além
disso, para um controle eficiente, os microorganismos devem possuir uma vida util a longo

prazo, e controle comprovado a condi¢des de campo (MOKHTARNEJAD, et al., 2011).

2.4 CONTROLE BIOLOGICO

O controle bioldgico, vem ganhando destaque nos circulos de debates cientificos,
principalmente devido a insercdo da Agroecologia nos debates académicos. A Ciéncia
Agroecologica ou Agroecologia, é entendida como um enfoque cientifico destinado a apoiar a
transicdo dos atuais modelos de desenvolvimento rural e de agriculturas convencionais para
estilos de desenvolvimento rural e de agriculturas sustentaveis (CAPORAL e COSTABEBER,

2004). A proposta agroecologica enfatiza agroecossistemas complexos nos quais as interacoes
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ecoldgicas e 0s sinergismos entre seus componentes biol6gicos promovem 0s mecanismos para
que os proprios sistemas subsidiem a fertilidade do solo, sua produtividade e sanidade dos
cultivos (ALTIERI, 2012).

Segundo Bettiol (1991), microorganismos com potencial para o biocontrole de doencas
de plantas sdo considerados ideias quando apresentam a combina¢do do maior nimero de
caracteristicas desejaveis, tais como: baixa frequéncia de mutacOes; capacidade de
sobrevivéncia, persisténcia e multiplicacdo no ambiente; compatibilidade com agrotdxicos para
que quando necessario a combinacdo dos dois controles, quimico e biolégico 0 mesmo ser
viavel; ndo ser patogénico ao homem; néo ser virulento e fitopatogénico &s plantas; resisténcia
a altas e baixas temperaturas; facil adaptacdo no agroecossistema ao qual sera introduzido; boa
capacidade de colonizacdo e competitividade no ambiente, e por nutrientes com o patégeno;
facil cultivo, multiplicacdo e formulacdo; atuacdo em plantas hospedeiras e amplo espectro de
acdo, para controle de diversos fitopatdgenos. A combinacdo dessas caracteristicas € essencial

e determinante para o sucesso do biocontrole de doencas.

Segundo Amorim et al, (2011), antibiose, competicdo e predacéo ou parasitismo sao as
principais interaces antag6nicas entre microrganismos. Além das trés interages antagbnicas
entre microrganismos anteriormente citadas, a inducdo de resisténcia em plantas cultivadas
também tem papel importante nos agentes de controle biologico.

A antibiose consiste na interacdo entre organismos, cujos quais secretam metabélitos
capazes de prejudicar o desenvolvimento de determinados individuos de outra espécie, através
de sua inibicdo. Os metabolitos secretados, oriundos da interacdo entre esses organismos, sao
conhecidos como antibiéticos (AMORIM et al., 2011).

O controle por antibiose em patégenos que acometem a cultura do feijdo ja foram
relatados na literatura, em que estudos in vitro, utilizando-se de fungos de origem endofitica
ndo identificados, controlaram de 46,7% a 50% de controle de Sclerotinia sclerotiorum
(ROCHA et al, 2009).

Da mesma forma Lucon & Correia, (2003), estudando isolados bacterianos oriundos de
rizoplano de hortali¢as para o controle de Rhizoctonia solani em pepino, encontrou resultados
interessantes do ponto de vista do controle bioldgico, obtendo in vivo controle de até 100% da
incidéncia do patégeno utilizando isolados ainda nédo identificados, demonstrando a eficiéncia

de rizobactérias no biocontrole de doengas.
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A competicdo é caracterizada pela capacidade de determinados microrganismos em
competir pela ocupagéo dos locais de infeccdo do patdgeno tanto por nichos ecolégicos, quanto
por nutrientes. Eles devem ser capazes de aumentar suas populacdes e se estabelecer de forma

mais eficiente que o patdgeno em questdo, nos locais de infec¢cdo na planta (ROMEIRO, 2001).

No mecanismos de competicdo, bactérias com potencial para o biocontrole, quando em
contato com a planta hospedeira aumentam a possibilidade de colonizacdo do mesoéfilo da
planta hospedeira, assim Halfeld-Vieira el al., (2015), constataram em seus estudos o controle
de Xanthomonas axonopodis pv. passiflore em maracuja (Passiflora edulis f. flavicarpa)
através da competicdo por compostos de ferro e nitrogénio nas folhas do hospedeiro.

O parasitismo consiste na relacdo nutricional entre dois organismos vivos, onde um
obtém seu alimento através do outro, ou as custas do mesmao. Se tratando de um hospedeiro que
seja um fitopatdgeno, o parasita entdo é chamado de hiperparasita, pois parasita o parasita de
uma planta. Existem diversos hiperparasitas capazes de parasitar patdgenos habitantes do solo,
como género do Trichoderma, que ap0s detectar o patégeno habitante do solo (hospedeiro),
através de um estimulo quimico, se desenvolve em sua dire¢do, produzindo quitinases,
degradando assim sua parede celular. A partir dai o micélio do parasita se envolve na hifa do
hospedeiro, formando apressorios que facilitam a sua adeséo no parasita. Em seguida, o parasita
produz diversas enzimas degradantes da parede celular do hospedeiro, penetrando no mesmo,
chegando ao limen das células. Inimeras proteinas sdo produzidas pelo parasita, o qual passa
a se alimentar, destruindo o hospedeiro em questdo (AMORIM et al., 2011).

Os mecanismos de inducdo de resisténcia podem ser divididos em passivos ou pré-
existentes; estes quando a planta por sua vez ja possui naturalmente barreiras histoldgicas ou
componentes antimicrobianos presentes em seus tecidos, e ativos ou pos-infeccionais; sao
respostas da planta, que dependem exclusivamente de seu metabolismo para se tornarem
eficazes (HUTCHESON, 1998). Com isso, o controle biolégico é uma forma interessante de

controle, e € objeto deste estudo.

De forma geral, a utilizacdo de agentes para fins do controle biol6gico de doencas de
plantas, € um importante segmento de pesquisa, seja pela selecao de antagonistas com elevado
pontecial de controle sobre o patégeno, como também na inducédo de resisténcia dos mesmaos,
apresentando-se como uma alternativa eficiente como demonstram inimeros estudos ja

realizados e anteriormente citados, com controle semelhante ou até mesmo superior aos
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alcancados atraves do controle quimico. Sendo assim, o conhecimento dos mecanismos de agdo
proporcionados pelos agentes de biocontrole é de suma importancia para a escolha das
estratégias de manejo empregadas no controle dos patdgenos que causam danos as culturas

agricolas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 LOCAL DO EXPERIMENTO

O trabalho foi conduzido nos laboratérios de Fitossanidade e de Microbiologia da
Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), localizada no municipio de Cerro Largo, regido

noroeste do estado do Rio Grande do Sul (RS).

3.2 ISOLAMENTO DOS MICROORGANISMOS

As coletas a campo foram realizadas no municipio de Cerro Largo -RS, o qual esta
situado aproximadamente na latitude 28° 08’ sul e longitude 54° 44’ oeste, a 230 metros acima
do nivel médio do mar. O clima do local é caracterizado como Cfa, segundo classificacdo de
Koppen.

Os isolamentos foram realizados a partir de coletas de solo rizosférico e de raizes de
plantas cultivadas sadias de feijdo, ja implantadas na area. As plantas foram cultivadas em solo
Latossolo Vermelho, e sob dois sistemas de cultivo distintos, convencional e de plantio direto.
As amostras foram coletadas na area experimental da Universidade Federal da Fronteira Sul,
campus Cerro Largo, tendo como cultura antecessora trigo, onde o cultivo foi convencional.

A partir das analises de solo da area foram realizadas as adubacdes das duas areas. Na
area de sistema de plantio direto ndo consolidado, para 0 manejo da cultura utilizou-se de
adubacdo quimica conforme recomendacdo, assim como controle de plantas invasoras.
Também utilizou-se como planta de cobertura de solo a aveia (Avena sativa). Ja no sistema
convencional, foi utilizada adubacéo quimica para corre¢do de fertilidade e produtos especificos
para controle fitossanitario quando esses foram necessarios.

As coletas de solo rizosférico e do rizoplano de plantas sadias de feijao foram realizadas
no periodo de janeiro e fevereiro de 2016, em dois locais distintos e sob diferentes sistemas de

cultivo, convencional e plantio direto.

Solo Rizosférico: Foram realizadas coletas de amostras em 20 pontos aleatorios da

lavoura de feijdo, amostras de solo da superficie e sob profundidade de 10 cm, utilizando-se de
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espatula desinfetada. As amostras foram acondicionadas em sacos de papel esterilizados e

identificados.

Rizoplano e Raizes: Foram coletadas amostras de raizes de Feijdo em 20 pontos
aleatodrios, na profundidade de 10 a 20 cm, onde ocorre dominancia de absor¢do de nutrientes
pelo sistema radicular de plantas de feijdo, com a utilizacdo de espéatula desinfetada. As

amostras foram acondicionadas em sacos de papel esterilizados e devidamente identificados.

As amostras foram levadas posteriormente ao laboratorio de Fitossanidade e de
Microbiologia da Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Cerro Largo, onde foram

conduzidas as avaliages.

As amostras de solo aderidas &s raizes foram adicionadas, em ambiente asséptico a um
Erlenmeyer, sendo 10 g de solo e 100 ml de solucéo salina (0,85% NaCl m/v) respectivamente.
Para as amostras oriundas do conjunto rizoplano/endofitico, foram trituradas 10 g de raizes,
adicionadas a 100 mL de solucéo salina (0,85% NaCl m/v). Para a solucéo salina, foram
utilizadas 8,59 de NaCl em um litro de &gua destilada, sendo a solugdo homogeneizada e
distribuida entre os tubos de ensaio e Erlenmeyer, e apos esterilizadas em autoclave a 120° C

por 15 minutos.

Apos, com utilizacdo de um agitador, os Erlenmeyer foram submetidos a agitagdo por
20 minutos em 200 rpm sob temperatura ambiente. Em seguida, foram realizadas diluicdes
decimais seriadas em solucdo salina estéril, onde 100 pL de cada uma das diluicGes foram
inoculadas por espalhamento, com auxilio da alca de Drigalski, em triplicatas, em placas de
Petri contendo meio Agar Padrdo Contagem, submetidas a incubacio & temperatura de 25 °C
por dois dias. Para 0 meio de cultura Agar Padrdo contagem, foram utilizadas 23 g de meio para
um litro de agua destilada, ap6s os Erlenmeyer de 125 mL cada foram levados ao microondas
por dois minutos, até que a solucdo atingisse ponto de cozimento, sendo entdo levadas a
autoclave por 15 min sob temperatura de 120 °C.

Passado o periodo de incubacgdo, foram realizadas observacbes das placas, com o
objetivo de quantificar e posteriormente isolar as unidades formadoras de col6nias (UFC),
sendo observadas caracteristicas morfologicas como brilho, bordo, coloragédo, elevacdo e
tamanho. Apds, foi realizada a contagem das bactérias contidas nas placas nas diferentes

diluicdes, e as mesmas foram repicadas e identificadas com as siglas R para os isolados oriundos
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do conjunto rizoplano/endofitico, e S para os isolados oriundos de solo rizosférico, com
numerais nas placas de Petri contendo Agar Padrdo Contagem (PCA), e também foram feitas
distingdes entre os diferentes sistemas de cultivo, com as letras RC e SC para o sistema de
plantio convencional, e RD e SD para o sistema de cultivo plantio direto, onde foram realizadas
as coletas. Apds a purificagdo dos isolados, os mesmos foram repassados para tubos e
etiquetados com uma ficha contendo informag6es como coloracdo, caracteristicas como brilho,
tamanho, formato e bordos, e passaram a fazer parte da colecdo do Laboratorio de Manejo
Integrado de Doencas da Universidade Federal da Fronteira Sul (LABMID-UFFS).

3.2.1 Producéo de compostos antimicrobianos hidrossolveis e volateis

De todos os isolados, para verificar o potencial antagbnico dos isolados bacterianos
adquiridos através do isolamento de plantas de feijdo de diferentes sistemas de cultivo,
convencional e plantio direto, foi avaliado a capacidade destes em produzir compostos
antimicrobianos hidrossollveis e volateis. Para isso os isolados foram confrontados com quatro
patdgenos de solo da cultura do feijao: Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani,
Sclerotinia sclerotiorum. Os patdgenos da cultura do feijdo utilizados nos ensaios fazem parte
da colecdo do Laboratério de Manejo Integrado de Doengas da Universidade Federal da
Fronteira Sul, Campus Cerro Largo (LABMID UFFS) e foram cultivados em placas de Petri

por sete dias a temperatura de 22°C em meio BDA (batata - dextrose - agar).

Em placas de Petri, utilizou-se de meio BDA, onde os isolados bacterianos foram
dispostos em riscas equidistantes, sendo quatro isolados diferentes em cada placa. O ensaio foi
realizado, de modo que no centro das placas de Petri foram depositados, em cada placa, um
disco de cinco mm de diametro, retirados dos bordos das placas cultivadas do patdgeno por sete
dias, contendo Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, e Macrophomia phaseolina. As
placas de Petri foram levadas a BOD, a 27° C, com fotoperiodo de 12 h escuro/12 h luz, a
temperatura de 22° C durante sete dias, ou até que o disco depositado na placa contendo apenas
meio BDA crescesse de modo a atingir os bordos das placas, as quais caracterizaram-se como
o tratamento testemunha (MARIANO, 2005).

As avaliacdes foram feitas com o auxilio de um paquimetro digital, onde foram medidas

os halos de inibicdo formados entre as col6nias bacterianas e 0s patdgenos.
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Para os ensaios com o objetivo de observar a produgdo compostos antibidticos volateis,
utilizou-se de placas de Petri divididas, onde em ambos os lados utilizou-se meio Agar nutriente
e semeados o0s isolados bacterianos e os discos de 5 mm do patégeno. Apds as placas foram
fechadas e vedadas com papel filme. As testemunhas constituiram-se de placas contendo apenas
0s patdgenos e 0 meio &gar nutriente, sem a presenca dos isolados bacterianos, e para as
testemunhas dos isolados bacterianos, 0 meio BDA ndo recebeu os discos de 5 mm do patdgeno.
As placas foram levadas a BOD, sob temperatura de 28° C, com fotoperiodo de 12 h escuro/12
h luz (MARIANO, 2005).

3.2.3 Biocaracterizagdo dos isolados bacterianos

Para o teste para hidrolise de gelatina, ou hidrdlise por enzimas protedliticas, utilizou-
se de meio gelatina a 15% em tubos verticais, onde os isolados bacterianos foram semeados
com o auxilio de uma alca de platina reta, realizando um furo no centro do meio de cultura.
Apbs os tubos foram acondicionados em BOD, sob temperatura de 25°C, e foram avaliados aos
4, 7 e 10 dias apds o semeio, 0 controle constituiu-se de meio em tubos sem a presenca do
isolado bacteriano. As avaliagdes foram interpretadas de modo que se houvesse liquefacéo do
meio, significou que a bactéria foi capaz de hidrolisar a gelatina (uma proteina), bem como o

namero de dias que a mesma necessitou para realizar a hidrélise (MARIANO, 2005).

Para o teste de hidrolise de caseina, utilizou-se de meio leite-agar 4% em placas de Petri.
Para 0 meio leite-a4gar foram utilizados 50 mL de leite, para 125 mL de meio agar. Apos, 0S
isolados bacterianos foram semeados ao meio, com auxilio da al¢ca de platina, semeando 6
isolados bacterianos em cada placa de Petri em forma de risca. As placas foram invertidas e
levadas a BOD, sob temperatura de 28,5° C durante 48 h. As avaliagcdes foram realizadas de
modo que os isolados os quais produziram halo transparente foi atribuido como isolados que

hidrolisaram caseina.

Para o teste de hidrélise de amido, foi utilizado meio agar amido. Os isolados
bacterianos foram semeados em forma de riscas em placas de Petri, onde foram semeadas oito
bactérias por placas devidamente identificadas. As placas foram acondicionadas em BOD por
dois dias. Para observar a degradacdo do amido foi adicionado as placas solucéo de Lugol. Os
isolados que degradaram o amido formaram um halo transparente (MARIANO, 2005).
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Para o teste de hidrélise de lipideos, foi utilizado o meio lecitina, o qual objetivou a
visualizagdo da producgéo de lectinases. Para tal os isolados bacterianos foram semeados em
placas de Petri, contendo meio de cultura agar padrdo contagem (PCA), sendo adicionado
solucdo de gema de ovo a 4%. Apos as placas foram incubadas em BOD a 25° C, durante 7
dias, em ambiente escuro. As avaliacOes foram feitas a partir da presenca ou ndo de halo de
degradacéo opaco ao redor das colnias semeadas.

3.2.4 Producao de Siderdéforos

A deteccdo da producdo de sider6foros foi verificada através do método adaptado de
Schwyn & Neilands (1987), onde em placas de Petri contendo cromoruzol agar assay (CAS),
foram semeados os isolados bacterianos em pontos equidistantes, em 5 placas de Petri, onde
cada placa constituiu-se de uma repeticdo, bem como o controle positivo (bactéria a qual se
mostrou positiva em outros estudos, identificada como DFs912) e incubados a 27° C durante 5
dias. Posteriormente, foi observado a formacdo de halos alaranjados ao redor dos isolados

positivos indicando a producéo de sideroforos, estes foram medidos com um paquimetro digital.

3.2.5 Teste de motilidade

O teste de motilidade foi realizado em placas de Petri contendo meio de cultura 4gar LB
a 0,6%. As culturas obtidas foram acondicionadas em Emppendorf e lavadas em &gua duas
vezes e posteriormente centrifugadas. Apds foram pipetados 5 L de cada suspencéo bacteriana
no centro das placas, cultivadas 24 horas antes. Posteriormente as placas foram incubadas por
24 horas em BOD sob temperatura de 27°C. A avaliacdo foi realizada com a utilizacdo de um
paquimetro digital, onde foram medidos os halos formados.

3.2.6 Producao de Aménia

Para a determinacdo de producdo de aménia, os isolados bacterianos testados, foram

cultivados em meio LB em 5 repeti¢fes, com uma testemunha contendo apenas meio de cultura,
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em tubos de ensaio, contendo 10 mL de meio, durante 24 h. Apos as 24 horas, 1 mL de solucao
meio e bactérias cultivadas foram repassados para novos tubos de ensaio e adicionados 0,1 mL
de reagente Nessler. As avaliacGes foram feitas periodicamente, em periodo de 72 h, e foram
consideradas produtoras de amonia, os isolados, cujos tubos das bactérias cultivadas quando
adicionados reagente Nessler formaram um precipitado alaranjado ao fundo (MARIANO,
2005).

3.2.7 Producao de Lipopeptideos surfactantes

Para a constatacdo da producéo de lipopeptideos surfactantes dos isolados, 0s mesmos
foram cultivados em meio sélido 523 durante 24 h sob temperatura de 27C°. Apds esse periodo,
foram feitas raspagens dos isolados utilizando uma alca de platina, e 0s mesmos foram
suspendidos em agua salina. Apds, uma gota de 5 pL de cada suspensédo bacteriana foi pipetada
em parafilme em 5 repeticdes, e utilizou-se de dgua destilada como testemunha. As avaliacbes
foram realizadas apds 30 minutos e 1 hora para confirmacdo. As gotas da suspensao bacteriana
que se espalharam no parafilme foram avaliadas como positivas, e as que se mantiveram iguais
e ou semelhantes a testemunha, sem se espalhar, foram apontadas como negativas (MARIANO,
2005).

3.2.8 Deteccao da atividade Lipolitica

Para deteccdo da atividade lipolitica, utilizou-se de meio agar-tween 80 vertido em
placas de Petri. Os isolados selecionados para a realizacdo do ensaio, foram semeados nas
placas correspondentes e levados a BOD sob temperatura de 27°C por 7 dias. As avaliacfes
foram realizadas aos trés e sete dias. Foram positivos os isolados que formaram um halo
transparente opaco, formado por cristais de sabdes de célcio em torno de suas col6nias
bacterianas (MARIANO, 2005).
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3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com cinco repeticdes,
onde cada placa de Petri constituiu-se de uma repeti¢do. Para todos os ensaios realizados os
resultados obtidos foram expressos em producdo ou ndo de halo, caracterizando a
utilizacdo/producdo ou ndo dos compostos testados, sendo estes descritivos. Para antibiose e
compostos volateis, utilizou-se de (+) quando a bactéria apresentou-se positiva a producao e
(-) quando negativa. Para o teste de hidrdlise de gelatina, quando a reacdo observada foi fraca,
utilizou-se de (+), reacdo média (++), e reacdo forte (+++), hidrélise de lecitina, quando forte
utilizou-se (+++), hidrdélise de caseina e hidrolise de amido utilizou-se (+) quando positivo e
(-) quando negativo. Para producdo de aménia, sideréforos, motilidade bacteriana, e producéo
de lipopetideos utilizou-se de (+) para positivo e (-) para negativo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

A partir das coletas realizadas, foram obtidos um total de 116 isolados, destes no sistema
plantio convencional, foram isoladas 25 col6nias bacterianas morfologicamente diferentes no
solo rizosférico, e 33 tipos morfoldgicos diferentes no rizoplano. Sob sistema plantio direto,
foram selecionadas 22 tipos morfologicamente distintos na rizosfera, e 36 no conjunto

rizoplano/endofitico.

Dos 116 isolados iniciais, cinco apresentaram antibiose por compostos hidrossoltveis
para 0s trés patdgenos testados, Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum e
Rhizoctonia solani, sendo eles os isolados com identificacdo RD27, RD31, RD34, SD18 e SC24
e quatro isolados apresentaram antibiose apenas para dois dos patogenos testados, sendo eles
RDO06, RD10, RD12 para os patégenos M. phaseolina e R. solani, e RD20 para S. sclerotiorum
e R. solani (Tabela 1).
Tabela 1- Teste de antibiose dos isolados selecionados para Macrophomina phaseolina,

Sclerotinia sclerotiorum, e Rhizoctonia solani, realizados como parametro de screening inicial
dos isolados adquiridos, para selecdo dos isolados com potencial para o biocontrole.

ANTIBIOSE
Macrophomina Sclerotinia Rhizoctonia

Identificacdo Phaseolina sclerotiorum solani

RDO06 + - +

RD10 + -
RD12 + -
RD20 - +
RD24 - -
RD27 + +
RD31 + +
RD34 + +
SD06 - -
SD12 - -
SD18 + +
SD19 - -
RC16 - -
RC35 - -
SC21 - -
SC24 + +
SC26 - -

+ + + + + 4+ + + + + + + + + + 4+
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Existem diversos relatos na literatura de trabalhos utilizando bactérias como
biocontroladoras de patdgenos que acometem a cultura do feijdo, como os realizados in vitro
por Gupta et al. (2002) que evidenciaram o controle de M. phaseolina atraves de compostos
hidrossoluveis, pela producdo de algum antibidtico por bactérias do género Pseudomonas
capazes de inibir o crescimento do fungo em até 76%, mostrando o potencial desse género no
controle do patdgeno objeto deste estudo.

Nechet et al. (2011) realizando ensaios in vivo buscando a inibicdo da germinacéo de
escleradios em feijdo, observaram controle de 33% a 96% para o patdgeno R. solani utilizando
de rizobactérias, assim como em ensaios realizados in vivo na cultura do tomate, onde
Ahmadzadeh e Tehrani (2009) obtiveram o controle de Sclerotinia rolfsii e R. solani em 58,33
e 63,8% respectivamente, utilizando-se de isolados de Pseudomonas sp. Ludwig & Moura
(2007), também relataram em seus estudos a utilizagao de bactérias de géneros néo identificados
no controle de R. solani na cultura do arroz, onde testes in vivo evidenciaram de 88 a 91,7% de

controle.

Melo et al. (1995), observaram também o potencial de bactérias do género Bacillus
subtilis para o controle de doencas radiculares da cultura do feijdo, como Fusarium solani,
Rhizoctonia solani, e Sclerotium rolfsii. (MELO e VALARINI, 1998; MELO, 1995). Remuska
et al. (2007), estudando o comportamento de S. sclerotiorum in vitro frente a Bacillus
thuringiensis observaram a inibicdo do crescimento do fungo em 39,41%, percentual este
considerado satisfatorio, uma vez que este patdgeno se comporta de forma agressiva e possui

grande viruléncia.

Para o teste de producdo de compostos volateis (Tabela 2), apenas os isolados que
apresentaram antibiose apresentados na Tabela 1, foram testados, sendo eles: RD34, RD27,
SD18, RD06, RD10, RD12. Nos testes realizados para os patdgenos Macrophomina
phaseolina, Sclerotinia sclereotiorum e Rhizoctonia solani, todos os isolados testados
apresentaram-se como negativos, sendo o efeito causado por estes nos patogenos estudados
provenientes de outro ou outros mecanismos de agdo, como por exemplo a antibiose por
compostos hidrossoluveis, a partir da producdo de algum antibi6tico. A produgdo de compostos
volateis por bactérias pode agir de modo que o composto volatil liberado adentre a parede
celular fangica, induzindo assim alterac6es principalmente em sua membrana plasmatica (LI et
al., 2012).
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Tabela 2- Testes de compostos volateis para os isolados que apresentaram os melhores
resultados no teste de antibiose e de hidrolises, para o biocontrole de Macrophomina
phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum, e Rhizoctonia solani.

Compostos Volateis

Macrophomina Sclerotinia Rhizoctonia
Identificacdo phaseolina sclereotiorum solani

RD34 - - -
RD27 - - -
SD18 - - -
RDO6 - - -
RD10 - - -
RD12 - - -

Para os testes de hidrélise de gelatina, hidrolise de caseina, hidrolise de lecitina e amido
(Tabela 3), todos os 116 isolados foram testados. Para o teste de hidrélise de gelatina, aos quatro
dias nenhum dos isolados apresentou hidrolise forte, aos sete dias, 14 dos 116 isolados
apresentaram hidrolise forte (+++), e 25 dos 116 isolados apresentaram hidrélise media (++).
Aos 14 dias, 29 dos 116 isolados apresentaram hidroélise forte (+++).

Tabela 3- Testes de hidrolises, gelatina, caseina, lecitina e amido dos 116 isolados para o
biocontrole de Macrophomina phaseolina, Sclerotinia sclerotiorum, e Rhizoctonia solani.

Hidrolise de Gelatina Hidrdlise Hidrdlise Hidrdlise

Identificacd

dentificagao 4dias  7dias 14 dias Cagsma Le(?eetina Ari?do
RDO1 + ++ ++ + - +
RDO02 + + + + - +
RDO03 + + + + _ _
RD04 + +++ +++ + - +
RDO05 + ++ ++ + R R
RDO06 + +++ +++ + - +
RDO7 - - - + - +
RDO08 + ++ ++ + - +
RD09 - + + ) +
RD10 - ++ +++ + - +
RD11 - - - + - ++
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Identificacdo Hidrdlise de Gelatina Hidrolise Hidrolise Hidrolise
de de de
4dias  7dias 14dias  Caseina Lecetina Amido
RD12 + +++ +++ - -
RD14 + + + + R +
RD15 + ++ ++ + - +
RD16 + + ++ + - +
RD17 + ++ ++ - - -
RD18 + +++ +++ + - -
RD19 + ++ +++ - -
RD20 + +++ +++ + - +
RD21 + +++ +++ - - +
RD22 - - - - - +
RD25 - ++ ++ + - -
RD27 - + + + +++ +
RD28 - - - + - -
RD30 + + + + +++ +
RD31 + +++ +++ + +++ -
RD32 - + ++ + +++ +
RD33 + + + + +++ -
RD34 + ++ +++ + - -
RD35 + + ++ + - -
RD37 + ++ +++ + - +
SDO01 + ++ +++ + +++ -
SD02 + +++ +++ + +++ +
SDO03 - - - - - +
SD04 - - - - - +
SD05 - - - - - +
SDO06 + ++ +++ + ++ +
SD09 + ++ ++ + + +
SD12 + +++ +++ + - +
SD16 - + + - - +
SD18 + +++ +++ + - +
SD19 + ++ ++ + - +
SD20 + ++ ++ + - -
SD21 + +++ +++ + - -
SD22 + +++ +++ + +++ +
SD23 + + + + +++ -
SD24 + ++ ++ + - ++
SD25 + ++ +++ + +++ -
RCO1 - - - - o+ -
RC02 + ++ ++ + - +
RCO05 - - - - - ++
RCO06 - - - - - ++

RCO8 - - - - - ++
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Hidrdlise de Gelatina Hidrdlise Hidrdlise Hidrdlise
Identificagdo 4 dias 7 dias 14 dias de de de
Caseina Lecetina Amido
RC14 - - - - - T+
RC15 + ++ +++ + - +
RC16 + +++ +++ + ++ +
RC20 - - - - - +
RC21 - + + - + ++
RC24 - - - + - ++
RC28 - - - - - +
RC30 - - - - - ++
RC32 - - - + - -
RC33 + +++ +++ + - +
RC34 + ++ +++ + - -
RC35 - - - + ; +
RC36 - ++ ++ - - -
SCo1 - - - + } +
SCO02 - - - - - ++
SCO03 - - +4++ + - +
SC04 + ++ +++ + - +
SC05 - - + - - -
SCO06 - - + - - -
SCOo7 + + ++ + - +
SCO08 + ++ +++ + - -
SC10 - - - - - +
SC13 + ++ ++ + - -
SC14 - - - + - ++
SC16 - - - + . +
SC18 + + ++ + - -
Sc21 + ++ +++ + - ++
SC22 - - + - - -
SC24 + +++ +++ + + ++
SC25 + ++ +++ + - -
SC26 + ++ ++ + - +

*+ reacdo fraca para hidrolise

de gelatina

*++ reacdo média para

hidrélise de gelatina

*+++ reacdo forte para

hidrélise de gelatina

Para o teste de hidrolise de caseina (protease), 59 dos 116 isolados apresentaram-se

hidroliticas, sendo representados por (+). Para o teste de hidrdlise de lecitina (fosfolipase) 12

dos 116 isolados testados apresentaram hidrolise forte (+++), dois apresentaram reacédo mediana
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(++) e trés hidrolise fraca (+). Para o teste de hidrolise de amido (amilase), dos 116 isolados 12
apresentaram reacdo mediana (++), e 43 hidrdlise fraca (+).

De forma geral, os seis isolados positivos (+) para antibiose apresentaram a capacidade
de hidrolisar, ou produzir algum composto que pode estar envolvido no controle biolégico de
doencas.

Hidrolise de gelatina (protease) apresentou-se positiva para o0s seis isolados
selecionados, RD34, RD27, SD18, RD12, RD10 e RDO6, hidrolise de caseina foi positiva para
cinco dos seis isolados selecionados, sedo negativa apenas para RD12, hidrélise de lecitina foi
positiva apenas para RD27 e hidrolise de amido apresentou-se positiva para os isolados RD27,
RD10 e RDO06. O isolado denominado RD27, foi o que apresentou-se positivo para os quatro
ensaios de deteccao de hidrolise.

Os seis isolados selecionados como potenciais biocontroladores se apresentaram
positivos também para a producdo de aménia (Tabela 4), variando apenas no nimero de horas
para que a produgdo ocorresse, sendo a producdo de aménia identificada &s 48 horas de
crescimento das bactérias testadas RD34, SD18, RD12, RD10 e RDO06, exceto para RD27, a
qual s6 pbde ser observada 72 horas ap6s o cultivo. O tempo em horas para que a producdo de
amonia ocorra pode ser justificado pelo periodo necessario para que a bactéria atinja sua fase
estacionaria de crescimento, sendo esta varidvel entre espécies e géneros (PELCZAR, 1996).

A producdo de ambnia por potenciais biocontroladoras torna-se importante para as
plantas no sentido de que a mesma é liberada por alguns microorganismos em forma de
metabdlicos secundarios, apresentando efeito toxico sobre alguns fitopatdgenos, devido a
penetracdo direta nas membranas de suas células (MACAGNAN; ROMEIRO; POMELLA,
2009). Estudos realizados por Tenuta et al. (2002) relataram o efeito da amonia na reducéo de
Sclerotinia rolfsii, pela penetracdo da amonia nas estruturas vegetativas do patdégeno, podendo
este ser um dos mecanismos de controle apresentado pelas potenciais biocontroladoras testadas.

Todos os seis isolados testados foram capazes de produzir sideréforos (Tabela 4),
responsaveis por transportar e sequestrar Fe** (GLICK, 1999; AHMAD et al., 2008),
mecanismo este associado tanto para a promocdo de crescimento, quanto para o controle
bioldgico de doencas de plantas, pela competicdo por ferro, como também pela producéo de
substancia toxicas, podendo explicar o comportamento dos isolados bacterianos em inibir o
crescimento dos patogenos estudados quando cultivados em confronto direto, biocontroladora

— patogeno.
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Em relagdo a atividade lipolitica (Tabela 4), dos seis isolados testados, todos, exceto o
isolado denominado SD18 apresentaram-se positivos. Microorganismos que apresentam
atividade lipolitica sdo importantes devido a capacidade de acdo de diferentes modos, como
antifangicos, antibidticos, antivirais, inseticida, etc. Além disso, sdo capazes de colonizar e
competir por recursos no ambiente em que se encontram, estabelecendo relagbes simbioticas
para a obtencéo de nutrientes (RON & ROSENBERG, 2001; PACWA-PLOCINICZAK et al,
2011).

Ja no que diz respeito a producdo de lipopeptideos, dos seis isolados, RD34, RD27 e
SD18 apresentaram-se positivos. A producdo de lipopetideos torna-se importante devido a
capacidade de determinados microorganismos em reduzir consideravelmente a tensdo
superficial e interfacial entre o substrato e a célula bacteriana, isto se da através da secrecdo de
surfactantes, moléculas anfipaticas que permitem o espalhamento na superficie, podendo ser
utilizado como alternativa ao uso de surfactantes sintéticos (KEARNS, 2010). Atualmente a
maior parte dos lipopeptideos relatados pertencem ao género Bacillus, responsavel pela
producdo da surfactina considerado o mais importante ja relatado (HUE; SEMNI,
LAPREVOTE, 2001; ONAIZI; NASSER; TWAIQ, 2012).

A motilidade bacteriana de uma biocontroladora é um parametro importante do ponto
de vista do controle biol6gico, pois indica que a mesma possui flagelos, os quais auxiliam na
translocacéo bacteriana, promovendo uma vantagem de sobrevivéncia em diferentes ambientes,
uma vez que pode facilitar a adaptacéo e colonizacao do hospedeiro (OTTEMANN et al. 1997).
Para a capacidade de translocacdo dos isolados bacterianos testados em superficie, todas
apresentaram-se positivos (Tabela 4).

Tabela 4- Avaliacao da producdo de sider6foros, amonia, motilidade e atividade lipolitica dos

isolados selecionados para o biocontrole de Macrophomina phaseolina, Sclerotinia
sclerotiorum, e Rhizoctonia solani.

Atividade
Isolado Ambnia Siderdéforos Motilidade lipolitica
RD34 + + + +
RD27 + + + +
SD18 + + + -
RDO06 + + + +
RD10 + + + +
RD12 + + + +
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A busca por agentes que promovam o biocontrole de fitopatdgenos que causam danos
as culturas agricolas tém mostrado diversos agentes responsaveis por diferentes mecanismos de
acao dentre fungos (MOHAMED; HAGGAG, 2006) e bactérias (LANNA FILHO et al., 2010).

As bactérias podem apresentar atividades de biocontrole que englobam antagonismo,
competicdo, e inducdo de resisténcia, destacando-se bactérias rizosféricas, também
denominadas como promotoras de crescimento. Apesar dos géneros Bacillus e Pseudomonas
serem 0s mais estudados, também podem ser citados os géneros Agrobacterium, Arthrobacter,
Azotobacter, Azospirillum, Burkholderia, Chromobacterium, Erwinia, Flavobacterium,
Micrococcous e Serratia (BHATTACHARYYA; JHA, 2012; KUMAR et al., 2012). Sendo
assim, as bactérias com potencial para o biocontrole das doencas estudadas da cultura do feijao
podem fazer parte de algum dos géneros ja relatados na literatura como biocontroladoras

eficientes.

De forma geral, as bactérias que apresentam potencial para o biocontrole de doencas de
plantas podem ser uma alternativa eficiente a utilizacdo de produtos quimicos, capazes de agir

de diferentes formas e sob diferentes mecanismos de acéo.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Dos 116 isolados selecionados inicialmente, seis isolados apresentaram resposta
positiva a maioria dos ensaios realizados, sendo eles RD34, RD27, SD18, RD12, RD10 e RD06,
provenientes de sistema plantio direto e cinco isolados de conjunto rizoplano/endofitico (RD),

e um de rizosfera (SD).

Os testes realizados evidenciaram o potencial dos isolados selecionados para o controle
biolégico de doencas da cultura do feijdo por diferentes mecanismos de acdo, sendo eles:

antibiose, competicdo e parasitismo.

A partir dos resultados encontrados e do estudo de quais compostos séo produzidos ou
hidrolisados pelas bactérias selecionadas, serdo realizados testes in vivo, para determinacédo de
seu potencial em condicOes de campo, se apresentam efeitos ou ndo em plantas, e quais efeitos,
curativos ou preventivos, frente aos patdgenos habitantes do solo estudados no presente
trabalho.
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