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RESUMO

FASOLIN, Julia Pelegrineli. Influéncia da temperatura na producao de
compostos antimicrobianos e no controle da antracnose e do crestamento
bacteriano do feijdo por bactérias biocontroladoras

2017. 68f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pdés-Graduacdo em
Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, Brasil.

O controle biologico € uma ferramenta fundamental para minimizar os danos
causados pelo uso excessivo de agrotdxicos. Entretanto, para garantir resultados
consistentes € necessario que os microrganismos utilizados apresentem a maior
estabilidade possivel, mesmo sob condi¢bes adversas. Sabendo que a temperatura
pode influenciar a sobrevivéncia e as atividades dos microrganismos, o objetivo
deste estudo foi avaliar por meio de estudos in vitro a capacidade de producao de
compostos relacionados ao biocontrole, bem como verificar o biocontrole in vivo por
bactérias pré-selecionadas como biocontroladoras de doencas da cultura do feijao,
sob diferentes condicdes de temperatura. Para tal, oito isolados bacterianos DFs93-
Bacillus cereus; DFs348-Bacillus sp.; DFs769-Bacillus cereus; DFs513-
Pseudomonas veronii; DFs831-P. fluorescens; DFs842-P. fluorescens; DFs843-
Rhodococcus sp.; DFs912- Rhodococcus sp., foram avaliados em ensaios in vitro,
avaliando o crescimento, a motilidade do tipo swarming, a capacidade de producéo
de enzimas hidroliticas (quitinase, caseinase e lecitinase), de siderdforos e de
amonia, sob cinco temperaturas (17, 22, 27, 32 e 37°C), assim como a antibiose
contra Colletotrichum lindemuthianum por meio de compostos volateis ou ndo, sob
trés condicdes de temperatura (17, 22 e 27°C); e in vivo, em folhas destacadas de
feijdo, pulverizadas preventivamente com os biocontroladores e incubadas durante
48h em diferentes temperaturas (17, 22, 27, 32 e 37°C), para o biocontrole da
antracnose e do crestamento bacteriano comum. Verificou-se que a capacidade e
velocidade de producdo dos compostos relacionados ao biocontrole podem ser
influenciadas pela temperatura de incubacdo. As bactérias estudadas possuem
potencial in vitro de controle de C. lindemuthianum por meio da producdo de
compostos antimicrobianos volateis ou ndo em diferentes temperaturas. A
pulverizacao de folhas de feijao com os isolados DFs093, DFs348, DFs513, DFs769,
DFs831 e DFs842 reduziram a severidade da antracnose. Os mesmos isolados,
além de DFs843 e DFs912, reduziram a severidade do crestamento bacteriano
comum. Independentemente dos tratamentos, a incubacdo das folhas de feijao em
diferentes temperaturas precedente a inoculacdo do patdgeno interfere nos niveis de
doenca da antracnose e do crestamento bacteriano comum, sendo a temperatura de
37°C a que proporcionou as maiores médias dessas variaveis para as duas doencas
estudadas, entretanto, os tratamentos bacterianos mantiveram seus niveis de
biocontrole em todas as temperaturas estudadas.

Palavras-chave: Controle biolégico, Phaseolus vulgaris, pulverizacdo foliar,
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, Colletotrichum lindemuthianum.



ABSTRACT

FASOLIN, Julia Pelegrineli. Influence of temperature on the production of
antimicrobial compounds and the control of anthracnose and bacterial blight of
the bean by biocontrol bacterias

2017. 68f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pdés-Graduacdo em
Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, Brasil.

Biological control is a fundamental tool to minimize the damages caused by the
excessive use of pesticides. However, to ensure consistent results it is necessary
that the microorganisms used have the highest possible stability, even under adverse
conditions. Knowing that temperature can influence the survival and the activities of
microorganisms, the objective of this study was to evaluate in vitro the capacity of
production of compounds related to the biocontrol, as well as to verify the
biocontrol in vivo by bacteria preselected as biocontroller of common bean diseases,
under different temperatures. For this, eight bacterial isolates DFs93-Bacillus cereus;
DFs348-Bacillus sp.; DFs769-Bacillus cereus; DFs513-Pseudomonas veronii;
DFs831-P. fluorescens; DFs842-P. fluorescens; DFs843- Rhodococcus sp.; DFs912-
Rhodococcus sp., were studied inin vitro assays, evaluating growth, swarming
motility, the capacity to produce hydrolytic enzymes (chitinase, caseinase and
lecithinase), siderophores and ammonia, under five temperatures (17, 22, 27, 32 e
37°C); as well as the antibiosis against Colletotrichum lindemuthianum by volatile or
not compounds, under three temperature conditions (17, 22 e 27°C); and in vivo, in
common bean detached leaves, sprayed preventively with the biocontroller and
incubated for 48h at different temperatures (17, 22, 27, 32 e 37°C), for the biocontrol
of anthracnose and bacterial common blight. It has been found that the capacity and
speed of production of the compounds related to the biocontrol can be influenced by
the incubation temperature. The bacteria studied have in vitro potential to control C.
lindemuthianum through the production of antimicrobial compounds, volatile or not, at
different temperatures. The spraying of bean leaves with the isolates DFs093,
DFs348, DFs513, DFs769, DFs831 e DFs842 reduced the severity of anthracnose.
The same isolates, and also DFs843 and DFs912, reduced the severity of bacterial
common blight. Regardless of the treatments, the incubation of the bean leaves at
different temperatures before the inoculation of the pathogen interferes in the
incidence and severity levels of anthracnose and bacterial common blight, being the
temperature of 37°C which provided the highest averages of these variables for the
two diseases studied, however, bacterial treatments maintained their biocontrol
levels at all temperatures studied.

Key words: Biological control, Phaseolus vulgaris, leaf spraying, Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli, Colletotrichum lindemuthianum.
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1. INTRODUCAO GERAL

Ha mais de 15 anos de estudo o grupo de pesquisa “Controle Bioldgico de
Doencgas de Plantas e Promogao de Crescimento Vegetal” da Universidade Federal
de Pelotas, selecionou bactérias biocontroladoras eficientes quando utilizadas
individualmente ou em combinacdo para microbiolizar sementes de feijao,
controlando doengas como o0 crestamento bacteriano comum (ZANATTA, 2004,
SILVA et al., 2008; SANTOS, 2006; CORREA, 2007), mancha angular, antracnose,
podriddo cinzenta, murcha de curtobactério, murcha de fusario (CORREA;
SCHAFER; MOURA, 2014) e nematoide das galhas (CORREA et al., 2012), por
meio de diferentes mecanismos de acdo, como antibiose (ZANATTA, 2004,
CORREA, 2007; CORREA et al., 2008; CORREA, 2010), competi¢cdo (CORREA,
2010) e inducéo de resisténcia (SILVA et al., 2009). Recentemente, foram realizados
ensaios mostrando o potencial de uso dessas bactérias tanto isoladas quanto
combinadas para pulverizacéo foliar, visando o controle do crestamento bacteriano
comum (CBC) e da antracnose (ANACKER, 2013; SANGIOGO, 2015; BERMUDEZ,
2016).

Dentre as doencas fangicas que atacam a cultura do feijdo, a antracnose,
causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magnus) (BIANCHINI et
al., 1997) (CL) esta entre as principais, podendo ocasionar perdas de até 100% da
producéo dependendo das condi¢cbes ambientais e fatores ligados a cultivar utilizada
(CHIORATO et al.,, 2015). Além disso, fatores relacionados ao patdgeno como:
elevada capacidade de sobrevivéncia e, principalmente, ampla variabilidade
patogénica dificultam o controle da doenca (DILLARD; COBB, 1993). Ja entre as
doencas bacterianas do feijoeiro, a principal delas no Brasil € causada por
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Smith) (SILVA et al., 2013) (XAP). A doenca



13

tem disseminacdo mundial e pode causar prejuizos severos, com perdas que podem
variar de 10 a 70% no peso de graos (TOILLER et al.,, 2010). A importancia da
doenca tem sido descrita devido a dificuldade de controle, pois no caso de
bacterioses o controle quimico, tanto para tratamento de sementes quanto por meio
de pulverizacbes foliares € economicamente inviavel e ineficiente na maioria dos
casos (MOURA; CORREA; DENARDIN, 2009).

Para o controle da antracnose do feijao apenas um produto biolégico é
registrado para a cultura, sendo este a base de Bacillus pumilus. J& para o controle
da Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, at¢ o momento ndo existem produtos
biolégicos registrados no pais, sendo que os produtos comerciais registrados séo a
base de (acibenzolar-S-metilico [benzotiadiazol]), hidroxido de cobre e 6xido cuproso
(AGROFIT, 2017).

Nesses casos, 0 controle biolégico é uma estratégia interessante para o
controle da doenca, pois se torna uma alternativa em substituicdo aos fungicidas e
bactericidas para reduzir os danos causados por doencas (WU et al., 2014; KHEM,;
SAMSHER 2015). O principal modo de ac&do da maioria dos produtos bioldgicos € o
antagonismo mediado por moléculas antimicrobianas secretadas pelo biocontrolador
(CHOWDHURY et al.,, 2015, MORA; CABREFIGA; MONTESINOS, 2015). No
entanto, outros processos bioldgicos s&do importantes, como por exemplo o
parasitismo (HOWELL, 2003), onde € necessario a producdo de enzimas liticas; a
competicdo espacial e nutritiva (BRZEZINSKA et al., 2014; NAUREEN, 2015), a
producdo de compostos volateis (RAZA et al., 2016), e a formacéo de biofilme do
biocontrolador (DE LA FUENTE et al., 2013; TRIVENI et al., 2015) .

No entanto, o uso do controle biolégico é dependente da efetividade dos
agentes biocontroladores e da disponibilidade de produtos comerciais contendo
estes microrganismos. Algumas limitacbes inerentes no uso de organismos Vivos,
como tempo de prateleira, desempenho inconsistente no campo (NEERAJA et al.,
2010) e resultados variaveis em experimentos com antagonistas (ROCHA; MOURA,
2013) constituem os principais fatores que limitam a expansdo do controle bioldgico.
Como possiveis fontes dessa variacdo de resultados do biocontrolador tém sido
propostos problemas relacionados a homogeneidade das condi¢gbes, como o clima,
temperatura, substrato utilizado, umidade e pH do solo (BABALOLA, 2010; BACH et
al., 2016).
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Sabe-se que mudancas no clima afetam o desenvolvimento das doencas
(BRADLEY et al. 2012; MATYSSEK et al. 2012), bem como podem influenciar o
desenvolvimento dos microrganismos e as interagdes entre eles (CHAKRABORTY,
2001; HANKE et al., 2015). No que diz respeito a mudancas da temperatura, 0s
microorganismos também sdo fortemente influenciados, uma vez que todos os
processos de crescimento sdo dependentes de reacdes quimicas, que, por sua vez,
séo afetadas pela temperatura (PELCZAR JR; CHAN; KRIEG, 1996), por exemplo,
para algumas bactérias, exsudatos podem ser mais rapida ou lentamente liberados a
uma temperatura superior ou inferior, respectivamente (KATO; WATANABE; ARIMA,
2005; NIHORIMBERE et al., 2009).

Assim, os agentes de biocontrole podem ser fortemente influenciados por
mudancas de temperatura, e a eficacia do biocontrole pode ser dependente dessa
variavel ambiental (ASHRAFUZZAMAN et al., 2009). Para minimizar tais problemas
e dar maior sustentacdo ao controle biol6gico, antagonistas candidatos devem ser
testados em ensaios sob varias condicdes ambiente, como por exemplo, variacao de
temperatura, permitindo desta forma, conhecer os aspectos positivos e negativos
dos candidatos e determinar sua aptiddo (KOHL et al., 2011).

Embora se saiba que o ambiente pode influenciar o desenvolvimento e a
suscetibilidade da planta hospedeira, a multiplicacdo, a sobrevivéncia e as
atividades dos microrganismos, assim como a interacao entre a planta hospedeira e
estes microrganismos, a literatura ainda dispde de poucas informacdes sobre os
efeitos das variacfes climaticas em relacdo ao controle biologico de doencas de
plantas. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar por meio de experimentos
in vitro a capacidade de producdo de compostos relacionados ao biocontrole, bem
como avaliar o biocontrole in vivo por bactérias pré-selecionadas como

biocontroladoras de doencas da cultura do feijao, sob diferentes temperaturas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A cultura do feijao

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) & a leguminosa mais importante do
mundo (POPOVIC et al., 2012; BROUGHTON et al., 2003). Assim como em outros
paises, no Brasil é a principal fonte protéica e com maior acessibilidade social a
populacdo (CARVALHO et al., 2014). Possui também elevada importancia
econdmico-social, a qual esta relacionada a geracdo de empregos e a absorcao de
mao de obra agricola, principalmente em regides onde ha predominancia do cultivo
com producédo familiar (ELIAS et al., 2007). A faixa de temperatura ideal para o
desenvolvimento do feijao situa-se entre 15 e 29°C, sendo a temperatura média
ideal de 21°C (SHONNARD; GEPTS, 1994). No Brasil, as condi¢cdes edafoclimaticas
permitem o cultivo da leguminosa durante todo o ano, em quase todos os estados
brasileiros (ELIAS et al., 2007; BARBOSA; GONZAGA, 2012).

Segundo a CONAB (2017), na safra 2016/17, a producao total do pais esta
estimada em 3.390,8 mil toneladas em uma area de 3.069 mil hectares. Porém,
apesar do grande volume produzido no pais, a média de rendimento da cultura é
considerada insatisfatéria em relacdo ao potencial produtivo (GUERRA; SILVA;
RODRIGUES, 2000). Entre os principais fatores que contribuem para a baixa
produtividade do feijoeiro estd a alta sensibilidade a eventos climéaticos, manejo
cultural inadequado, competicdo com ervas daninhas e a ocorréncia de pragas e
doencas (ZUCARELI et al., 2011; RODRIGUEZ DE LUQUE; CREAMER, 2014).

Entre as doencas de maior importancia que acometem a cultura, destacam-se
a antracnose (CHIORATO et al., 2015), o CBC (SARTORATO; RAVA; RIOS 1996), a
podriddo de raiz e do colo (BLUM et al., 2003), mofo branco (BOECHAT et al.,
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2014), a mancha angular (GARCIA; ROMEIRO, 2011) e o mosaico dourado do
feijoeiro (KIMATI et al., 2005).

2.2 Antracnose

Dentre as doencas fungicas que afetam a cultura do feijdo, a antracnose esta
entre as principais (DI PIERO; GARDA, 2008; CHIORATO et al., 2015), sendo
ocasionada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. e Mag.) Scrib.
(BIANCHINI et al., 1997). No Brasil, a presenca do fungo é constante nos mais
diferentes plantios durante o todo o ano (DALLA PRIA; AMORIN; FILHO, 2003;
GARCIA et al. 2007). A doenca afeta expressivamente a produtividade, podendo
provocar prejuizos de até 100%, principalmente quando associados a cultivares
suscetiveis e locais onde ha condi¢gbes favoraveis ao desenvolvimento do patdgeno
(SINGH; SCHWARTZ, 2010; SILVA et al., 2013).

O fungo, C. lindemuthianum (fase assexuada) pertence a classe dos
Deuteromicetos, sendo caracterizado como hemibiotréfico, produz conidios hialinos
e unicelulares. A fase perfeita (sexuada) pertence a classe dos Ascomicetos, sendo
chamada entdo de Glomerella cingulata f. sp. phaseoli (KIMATI et al., 2005). Este
patdégeno apresenta grande variabilidade patogénica, com aproximadamente 114
racas identificadas no mundo (FERREIRA; CAMPA; GIRALDEZ, 2008;
GONCALVES-VIDIGAL et al., 2008), sendo mais de 50 identificadas no Brasil
(SILVA; SOUZA; ISHIKAWA, 2007). Os sintomas da doenca podem ocorrer em toda
parte aérea da planta, (PARRELLA; SANTOS; PARRELLA, 2008), sendo que nas
folnas os sintomas sdo visualizados inicialmente na face abaxial, onde s&o
observadas necroses nas nervuras, que posteriormente tornam-se manchas
cloréticas que promovem o see ressecamento (KIMATI, 2005). No caule e nos
peciolos as lesbes possuem coloracdo marrom escuro ou parda; nas vagens, as
lesbes sdo arredondadas, deprimidas, de tamanho variavel e com o centro claro,
sendo delimitadas por um anel negro, saliente, com borda marrom-avermelhada
(HALL, 1991). Quando as condi¢cdes de umidade e temperatura sao favoraveis, uma
massa de conidios de coloracdo rosada € formada no centro das lesdes (DALLA
PRIA et al., 1999).
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A umidade relativa do ar possui correlagdo positiva com a severidade da
doenca. J& as altas temperaturas e a pouca pluviosidade tendem a desfavorecer o
fungo. Temperaturas elevadas acima de 33°C podem inibir a infeccdo (GARCIA et
al., 2007). De acordo com Bianchini, Maringoni e Carneiro (1997), o
desenvolvimento da doenca é favorecido por temperaturas entre 13 a 27°C, com o
6timo a 21°C, e umidade relativa acima de 91%.

A estratégia de controle para a antracnose é a utilizacdo de varias medidas,
destacando-se o uso de sementes sadias, rotacdo de culturas, controle quimico e
emprego de cultivares resistentes (REY; BALARDIN; PIEROBOM, 2005;
STENGLEIN et al.,, 2003). No entanto, alguns fatores dificultam o controle dessa
doenca, tais como: elevada capacidade de sobrevivéncia do patdgeno, eficiéncia na
transmissao através das sementes e, principalmente, ampla variabilidade patogénica
(DILLARD; COBB, 1993), o que constitui-se no principal fator limitante na utilizagéo
de cultivares que apresentam resisténcia geneética a varias racas do patdégeno
(SOMAVILLA; PRESTES, 1998).

2.3 Crestamento bacteriano comum

O crestamento bacteriano comum (CBC), causado por Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli (Smith), € a principal bacteriose do feijoeiro no Brasil
(RAVA; SARTORATO, 1994; SILVA et al., 2013). Diferencas em perdas de
rendimento ocorrem devido a consideravel variabilidade nos fatores ambientais,
tendo a temperatura como determinante (WALLEN; GALWAY, 1977). As perdas
causadas pelo CBC normalmente variam de 10 a 45% (GILLARD et al., 2009), em
alguns casos podendo chegar a 70% de perda no peso de graos (TOILLER et al.,
2010), tais perdas de rendimento explicadas principalmente em razdo da reducéo da
taxa fotossintética das folhas infectadas (DIAZ et al., 2001). Os sintomas aparecem
em toda a parte aérea da planta, comecando com manchas encharcadas nas folhas,
gue aumentam em tamanho e progridem para necréticas que podem apresentar um
ténue halo amarelecido. As lesGes podem estar esparsas no limbo, bem como na
parte marginal, progredindo para o centro dos foliolos (VIEIRA; HEMP; NADAL,
1992; KIMATI et al., 2005).
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A doenca tem disseminacdo mundial, principalmente nas regides quentes e
umidas (FANCELLI; DOURADO NETO, 2007). A importancia do CBC tem sido
descrita em razao da dificuldade de controle da doenca, pois no caso de bacterioses
0 controle quimico, tanto para tratamento de sementes quanto para pulverizacdes
foliares, € economicamente inviavel e ineficiente na maioria dos casos (MOURA,
CORREA; DENARDIN, 2009). Além disso, a maioria das cultivares de feijoeiro em
uso no pais sao suscetiveis a XAP (CEPEF, 2000). Portanto, as medidas de controle
empregadas usualmente sdo as de carater preventivo (MARINGONI; LAURETTI,
1999).

2.4 Controle bioldégico de fitopatégenos

O uso de fungicidas nem sempre fornece controle satisfatério para certos
fitopatdgenos e podem ter efeitos adversos sobre organismos ndo-alvos (NASEBY;
PASCUAL; LYNCH, 2000), o que tem levado a uma crescente preocupacdo com o
ambiente no que se refere ao uso indiscriminado de agroquimicos, o qual pode
acarretar em problemas ambientais (ZILLI et al., 2003). Nesse contexto, o controle
biolégico surge como uma estratégia interessante para o controle de doencas, uma
vez que se torna uma alternativa para reduzir o potencial de dano das doencas sem
efeitos nocivos para o ambiente (HARMAN et al., 2004; WU et al., 2014; KHEM,;
SAMSBER; 2015).

Dentre os microrganismos utilizados como agentes de biocontrole, as bactérias
destacam-se por atuarem por meio de diferentes mecanismos de acao, tais como
parasitismo, antibiose, competicdo ou inducéo de resisténcia (KUMAR et al., 2012; JI
et al., 2013). O controle biolégico ocorre de maneira direta quando o antagonismo
envolve o binbmio antagonista-patdgeno, e de maneira indireta, quando envolve o
trinbmio antagonista-planta-patdégeno, por meio de inducdo de resisténcia (DUFFY;
KEEL; DEFAGO, 2004). De acordo com Romeiro (2007), o antagonismo direto pode
envolver diferentes mecanismos de acdo como: producdo de substancias
antimicrobianas, producédo de compostos antimicrobianos volateis, a competicao por
nutrientes e por nichos ecoldgicos, producdo de enzimas liticas, sideréforos, acido

cianidrico ou toxinas, parasitismo, hiperparasitismo, predagdo e interferéncia no
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fendmeno de quorum sensing, e 0 antagonismo indireto envolve ativadores quimicos
que induzem resisténcia a fitopatdgenos.

No entanto, o uso do controle biolégico em substituicdo ao quimico é
dependente da disponibilidade e da efetividade dos agentes de biocontrole, bem
como dos produtos comerciais, contendo estes microrganismos (KOHL et al., 2011);
e como visto anteriormente, os produtos bioldgicos registrados no Brasil para a
cultura do feijao sdo excassos (AGROFIT, 2017). Na busca por procariotos com
essa finalidade, o grupo de pesquisa “Controle Bioldgico de Doencas de Plantas e
Promocao de Crescimento Vegetal” da Universidade Federal de Pelotas, selecionou
bactérias eficientes quando utilizadas individualmente ou em combinacdo para
microbiolizar sementes de feijdo, controlando doencas como o0 crestamento
bacteriano comum (ZANATTA, 2004; SANTOS, 2006; CORREA, 2007), mancha
angular, podriddo cinzenta, murcha de curtobactério, murcha de fusario (CORREA;
SCHAFER; MOURA, 2014) e nematoide das galhas (CORREA et al., 2012). Foram
também realizados ensaios mostrando o potencial de uso dessas bactérias, tanto
isoladas quanto combinadas, para pulverizacdo foliar, visando o controle do
crestamento bacteriano comum (CBC) e antracnose (ANACKER, 2013; SANGIOGO,
2015; BERMUDEZ, 2016). A vantagem neste método de aplicacdo estd na
possibilidade de poder fazer aplicacbes peridédicas ap0s o estabelecimento da
cultura e, também, por tornar possivel o confronto direto por meio de mecanismos
como a competicdo, parasitismo e antagonismo, quando o alvo for doencas da parte
aérea (BERMUDEZ, 2016).

Diante das vantagens que o controle biolégico pode oferecer, ainda ha alguns
fatores que limitam a utilizacdo desta ferramenta com mais frequéncia na agricultura
do nosso pais, algumas dessas limitacdes sao inerentes no uso de organismos vivos
(NEERAJA et al., 2010). Sabe-se que mudancas no clima afetam o desenvolvimento
de doencas de plantas e de microrganismos (GURR; SAMALOVA, FISHER, 2011;
BRADLEY et al., 2012; MATYSSEK et al., 2012). As mudancas no clima podem
impactar as doencas de plantas em diferentes aspectos, entre 0s principais
destacam-se os danos causados por elas e na distribuicdo geografica destas, na
eficacia dos métodos de controle e nos demais organismos que interagem com a
planta, como micorrizas, rizobactérias, antagonistas e endofiticos, entre outros
(CHAKRABORTY; TIEDEMANN; TENG, 2000; CHAKRABORTY, 2001).
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Em geral, a literatura ainda dispde de poucas informacdes sobre os efeitos de
mudancas climéticas em relagdo ao controle bioldgico de doencas de plantas
(GOLDSON, 2007). No entanto, Bettiol e Ghini (2009) discutem que, de modo geral,
as mudancas climaticas serdo benéficas para o controle bioldgico, tanto natural,
guanto o introduzido, pois as atencdes da sociedade para os problemas ambientais
exigirdo medidas que minimizem o lancamento de poluentes. Com isso, o equilibrio
biolégico dos sistemas agricolas serd beneficiado levando a um aumento da
complexidade do sistema, e consequentemente, ao controle bioldgico. Para
Chakraborty (2001), diante dos possiveis efeitos das mudancas climéticas, no
controle biol6gico natural e nas opcdes de controle quimico, novas estratégias
deveréo ser estudadas e, para tanto, deve-se estar preparado para enfrentar 0 novo
problema que pode alterar o manejo de doencas de plantas.

Visto que o cultivo do feijdo possui notéria importancia socioecondémica, pois a
maioria da producao ainda € oriunda de pequenas propriedades rurais, a selecéo de
biocontroladores eficientes e adaptados a diferentes condicbes climaticas
estabelecera base para o desenvolvimento de uma tecnologia de baixo impacto
ambiental, mais barata, e de facil aplicacdo para o controle de doencas. Sendo
assim, este estudo tem como objetivo avaliar in vitro, a capacidade de producéo de
compostos relacionados ao biocontrole, e o biocontrole in vivo, de bactérias pré-
selecionadas como biocontroladoras de doencas da cultura do feijdo, sob diferentes

condicOes de temperatura.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Isolados bacterianos e condicdes de cultivo

Para realizacdo dos experimentos foram utilizados oito isolados bacterianos,
DFs93 (Bacillus cereus Frankland & Frankland), DFs348 (Bacillus sp.Cohn) DFs769
(B.cereus), DFs513 (Pseudomonas veronii Elomari), DFs831 (P. fluorescens
Migula), DFs842 (P.fluorescens), DFs843 (Rhodococcus sp. (Tilford) Goodfellow) e
DFs912 (Rhodococcus sp.), pertencentes a colecéo do Laboratorio de Bacteriologia
Vegetal da Universidade Federal de Pelotas, reconhecidamente capazes de exercer
o biocontrole em diferentes doencas do feijoeiro (ZANATTA et al., 2007; CORREA et
al., 2008; 2012; 2014).

Como meio bésico para os ensaios foi utilizado o Agar-nutriente (AN) (Difco™),
onde os isolados foram repicados em “spots” com alg¢a de platina e, quando em meio
liquido, foi preparado caldo nutriente (CN) (5 g de peptona, 3 g de extrato de carne e
2,5 g de glicose solubilizados em 1000 mL de agua destilada) e a repicagem foi feita
através da deposicdo de uma alcada da massa bacteriana.

Para  proporcionar diferentes temperaturas de crescimento  dos
biocontroladores, foram utilizadas incubadoras tipo BOD e agitadores orbitais
(quando em meio liquido), ajustados a 17°C, 22°C, 27°C, 32°C e 37°C (variacdo de
+/- 2°C).
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3.2 Avaliagdo qualitativa do crescimento em funcao da temperatura

Para avaliagcdo da capacidade das bactérias de crescerem sob diferentes
temperaturas, os isolados foram repicados em placas de Petri contendo AN,
incubadas em BOD. A avaliacéo foi qualitativa, observando-se a formacao ou néo de
colénia em até 72 horas de incubacao.

Para as bactérias que ndo cresceram apoOs este periodo, as placas foram
transferidas para a temperatura de 27°C, para avaliar a sobrevivéncia, observando-

se a ocorréncia ou ndo da formacé&o de colonia.

3.3 Avaliagéo quantitativa do crescimento em fungcdo da temperatura

Para avaliacdo do crescimento quantitativo em funcdo da temperatura, as
bactérias (as quais houve crescimento na avaliacdo qualitativa) foram repicadas em
tubo de ensaio contendo CN e incubadas em agitador orbital com agitacdo continua
sob as diferentes temperaturas. As avaliagcbes foram feitas as 6, 12, 24, 36 e 48

horas ap6és a incubacdo, medindo-se a absorbancia (Ass) em espectrofotdmetro.

3.4 Avaliacdo da motilidade em diferentes temperaturas

Para o teste de avaliacdo da motilidade tipo swarming, foi utilizado meio de
cultura Luria-Bertani (LB) a 0,6% de Agar, vertido em placas de Petri que
permaneceram em repouso por 30 minutos (D’AES et al., 2014).

Aliguotas 1,5 mL de cada suspensdo bacteriana cultivadas por 48 horas em
meio liquido foram centrifugadas a 14000 rpm durante trés minutos e
ressuspendidas com solucdo salina (NaCl 0,85%). Apdés o procedimento a
suspensao foi centrifugada (14000 rpm durante trés minutos) e ressuspendida
novamente. Da suspensdo foram pipetados 5 pL e depositados no centro das
placas, as quais foram incubadas em BOD por 24 horas nas diferentes
temperaturas. A avaliacdo foi feita através da medicdo das colonias formadas em

dois sentidos diametralmente opostos.
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3.5 Avaliagdo da producao de compostos relacionados ao biocontrole de

fitopatégenos em funcéo da temperatura

Foi avaliada a capacidade das bactérias biocontroladoras em produzir
enzimas hidroliticas e compostos antimicrobianos. Para isso, foram utilizados meios
especificos para cada composto, vertidos 18 horas antes do uso e mantidas a 28 °C
para reducédo da umidade superficial. Nestas placas os isolados bacterianos foram
semeados em “spots”. Para o controle foram repicadas bactérias com atividade
sabidamente positiva e negativa para a producdo do composto a ser avaliado. Apos
a semeadura das bactérias, as placas foram incubadas nas BODs programadas com
as temperaturas correspondentes aos tratamentos e observadas diariamente.

As avaliacOes foram quantitativas ou qualitativas. Quando quantitativas foram
realizadas medicfes dos diametros das colbnias (JC) e dos halos formados (JH)
em dois sentidos diametralmente opostos. Neste caso, 0s resultados foram
expressos como diametro relativo de halo (@RH), calculado pela seguinte férmula:
@RH= (@H - @C) /| @C. As avaliagbes qualitativas foram registradas como ocorréncia

ou ndo de halo de degradacao ao redor das colbnias.

3.6 Avaliacédo da producao de enzimas hidroliticas

3.6.1 Hidrélise de carboidrato estrutural

Para avaliar a producédo de quitinases pelos diferentes isolados foi utilizado o
meio de quitina (0,5%), de acordo com a metodologia descrita por Cattelan (1999), e

neste caso, a avaliacao foi qualitativa.

3.6.2 Hidrdlise de proteina

A capacidade proteolitica foi avaliada utlizando-se a caseina como
substrato, em meio de cultura Leite-Agar (MARIANO; SILVEIRA, 2005). A avaliacéo
da hidrdlise foi realizada pela observacédo de alteracdo do meio, de leitoso para
translucido (SCHAAD; JONES; CHUN, 2001), e neste caso a avaliagdo foi
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guantitativa, medindo-se os diametros das colonias (JC) e dos halos formados (JH)

em dois sentidos diametralmente opostos.

3.6.3 Hidrdlise de lipideo

Para tal, foi utilizado como base o meio lecitina a 4%, obtido através da
adicdo de solucdo de gema de ovo 50% enriguecido com 1% de telurito
(LABORCLIN®) no meio de cultura &gar-nutriente (SCHAAD; JONES; CHUN, 2001).
A avaliacao foi baseada na presenca de halo de degradacdo do meio de cultura ao
redor das col6nias de forma quantitativa, medindo-se os diametros das col6nias
(DC) e dos halos formados (JH) em dois sentidos diametralmente opostos.

3.7 Producao de compostos antimicrobianos

3.7.1 Producéo de Sideroforos

Foi utilizado meio King B + azul de cromoazurol (SCHWYN; NEILANDS, 1987),
onde os isolados biocontroladores foram semeados nas placas e incubados em BOD
no escuro por 72 horas (CATTELAN, 1999). A avaliacao foi baseada na presenca
de halo avermelhado ao redor das colénias de forma quantitativa, medindo-se os
didmetros das coldnias (JC) e dos halos formados (JH) em dois sentidos

diametralmente opostos.

3.7.2 Producado de aménia

Os isolados biocontroladores foram repicados em tubos de ensaio
contendo 5 mL de caldo de peptona incubados em agitador orbital com agitacéo
continua sob as temperaturas a serem testadas. As avaliacdes foram efetuadas
apls 24, 48, 72 e 96 horas, retirando-se aliquotas de 1 mL dos cultivos e
adicionando-se 100 pL do reagente de Nessler (MARIANO; SILVEIRA, 2005). As
avaliacBes foram qualitativas, onde a ocorréncia de precipitado alaranjado indicou

resultado positivo.
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3.8 Antibiose in vitro

3.8.1 Antibiose por meio de compostos volateis

Para realizacdo deste ensaio foram utilizadas placas bipartidas contendo meio
AN, onde de um lado foram semeados 100uL de cultura da bactéria biocontroladora,
e na outra metade foi repicado um disco de micélio do fungo patogénico
Colletotrichum lindemuthianum (CL). A placa foi coberta por uma tampa de mesmo
tamanho e vedada com fita adesiva, ap0s as placas foram incubados em BOD com
fotoperiodo de 12 horas.

A avaliacdo foi realizada medindo-se o raio do crescimento fangico no
momento em que o CL do tratamento testemunha atingiu os bordos da placa. Neste
ensaio foram utilizadas somente as temperaturas as quais o fungo foi capaz de se
desenvolver (17°C, 22°C e 27°C). A testemunha foi constituida por placas onde o
patogeno foi repicado na auséncia das biocontroladoras, e a avaliacao foi realizada
apo6s 20 dias, medindo-se o0 raio do micélio do fungo. Os resultados foram
representados em porcentagem de reducédo do crescimento fungico, calculado da
seguinte maneira: %Reducdo = 100 — [(Crescimento fungico x 100)/ Crescimento

fungico da testemunhal].

3.8.2 Antibiose por pareamento

A atividade antifungica dos isolados foi analisada pelo confronto direto em
placas de Petri contendo meio AN. Os isolados foram repicados em “spots” a
aproximadamente 15 mm de distancia do bordo da placa e, no lado oposto a esse a
40 mm de distancia, foi depositado um disco de micélio de 4 mm de diametro de CL
retirado das bordas de coldnias crescidas previamente a 22°C durante dez dias.
Como testemunha o disco de micélio do fungo foi depositado em placas com AN na
auséncia das biocontroladoras. As placas foram incubadas em BOD com fotoperiodo
de 12 horas, sob as temperaturas nas quais o fungo foi capaz de se desenvolver
(17°C, 22°C e 27°C). A avaliacao foi realizada ap6s 20 dias, medindo-se o raio do
micélio do fungo. Os resultados foram representados em porcentagem de reducgéo
do crescimento fangico, calculado da seguinte maneira: %Reducdo = 100 -

[(Crescimento fungico do tratamento x 100) / Crescimento fungico da testemunha].
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3.9 Biocontrole in vivo (folhas destacadas de feijao)

Sementes de feijdo da cultivar BRS Valente foram semeadas em vasos de 2 L
contendo mistura 1:3 de substrato comercial e solo ndo autoclavado. Ap6s o
desenvolvimento inicial das plantas de feijao (15 dias ap6s a semeadura), as folhas
cotiledonares foram destacadas e colocadas em Gerbox previamente desinfestados,
contendo em seu interior duas folhas de papel Mata Borrdo umedecidos com agua
estéril (ZANATTA et al. 2007). As folhas cotiledonares foram pulverizadas (face
adaxial e abaxial) com suspensdo bacteriana dos biocontroladores, ajustada em
espectrofotometro (Ass0=0,4), 48 horas antes da inoculacdo do patdogeno e
incubadas nas diferentes temperaturas. ApoOs este periodo as plantas foram
inoculadas com o patdégeno e incubadas a 22°C no ensaio para CL e a 27°C no
ensaio para XAP.

Para a producao de esporos de CL, o isolado fungico foi cultivado em tubos de
ensaio contendo meio de cultura de Mathur, Barnett e Lilly (1950) e pedacos de
vagens estéreis sob temperatura de 22°C, durante 15 dias e fotoperiodo de 12
horas. A suspensao de esporos foi preparada com agua destilada e Tween 20 (uma
gota para cada 100 mL de suspensdo) e ajustada para concentracdo 10° esporos
mL, utilizando-se para isso Camara de Neubauer. A inoculagdo foi feita
pulverizando-se as faces adaxial e abaxial das folhas cotiledonares com
aproximadamente 1,5 mL da suspensdo de conidios e agua estéril para as
testemunhas. A severidade foi avaliada visualmente, a cada dois dias ap06s o inicio
dos sintomas, utilizando a escala diagramatica descrita por Dalla Pria et al. (1999).

O bioensaio para Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (XAP) seguiu de
maneira semelhante, no entanto, a inoculagcdo do patdégeno foi realizada pelo
método do corte com tesoura, (DHINGRA; SINCLAIR, 1995), com suspensao
bacteriana ajustada em espectrofotdmetro (As40=0,2), num total de cinco cortes por
folha cotiledonar. Neste ensaio, além da testemunha inoculada com o patégeno na
auséncia das biocontroladoras foi feita também a testemunha absoluta, no qual as
folhas foram cortadas com tesoura somente com &gua estéril. As avaliacdes de
severidade foram realizadas a cada dois dias apdés o inicio dos sintomas, atribuindo-

se nota para cada corte de acordo com escala descritiva de Rava (1984).
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A partir das notas de severidade, calculou-se a area abaixo da curva de
progresso da severidade (AACPS) de acordo com a equagcdo de CAMPBELL e
MADDEN (1990).

3.10 Procedimentos Estatisticos

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com oito repeticdes
para os ensaios in vitro e em blocos casualizados, com oito repeticdes, em esquema
fatorial para os ensaios in vivo. A parcela experimental foi representada por cada
placa de Petri, tubo de ensaio ou gerbox com duas folhas cotiledonares. Exceto para
as curvas de crescimento e bioensaio, todos os testes in vitro foram repetidos.

Foi realizada analise de normalidade e homocedasticidade dos dados e,
guando necessario, os mesmos foram transformados de acordo Box-Cox(Box-Cox),
exceto os dados de severidade da antracnose, que foram transformados por
log(x+0.5) devido a escala utilizada.

Para os ensaios de producdo de compostos antimicrobianos in vitro, o efeito
das temperaturas foi avaliado por meio de andlise de variancia e as meédias
comparadas pelo teste de Duncan (p<0,05).

Para os ensaios de antibiose in vitro os tratamentos foram comparados com a
testemunha pelo teste de Dunnett e as testemunhas foram submetidas a andlise de
variancia (p<0,05) para a variavel temperatura e, havendo diferenca significativa, as
médias foram comparadas pelo teste de Duncan (p<0,05).

Para os bioensaios in vivo, os dados foram submetidos a analise de variancia e
as médias comparadas pelo teste de Duncan (p<0,05).

Os procedimentos estatisticos foram realizados pelo programa R (R Core
Team, 2016).
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4. RESULTADOS

4.1 Crescimento qualitativo

Todos os isolados avaliados cresceram na faixa de temperatura entre 17 e
32°C, porém, a 37°C somente as bactérias do género Bacillus (DFs93, DFs348 e
DFs769) formaram colonias. Apos o periodo de 72 horas, as bactérias que nao
cresceram a 37°C graus, quando incubadas novamente em temperatura 6tima
(27°C) voltaram a se desenvolver e, portanto a temperatura nao foi letal (Tab. 1).
Sendo assim, para os isolados que nao cresceram a 37°C, esta temperatura foi

excluida dos ensaios in vitro.

Tabela 1 — Crescimento qualitativo dos isolados biocontroladores cultivadas em meio
agar nutriente por 72 horas em diferentes temperaturas de incubacao

Temperatura °C

Isolado Re-Incub.
17 22 27 32 37 (27)

DFs093 + + + + +

DFs348 + + + + +

DFs513 + + + + - +
DFs769 + + + + +

DFs831 + + + + - +
DFs842 + + + + - +
DFs843 + + + + . +
DFs912 + + + + - +

Re-Incub.-Bactérias que ndo cresceram a 37°C foram incubadas novamente na temperatura de 27°C;
Avaliagdo qualitativa, resultados expressos como positivos (+) ou negativos (-); DFs093-Bacillus
Cereus; DFs348-Bacillus sp.; DFs769-Bacillus cereus; DFs513-Pseudomonas veronii; DFs831-
Pseudomonas fluorescens; DFs842-Pseudomonas fluorescens; DFs843-Rhodococcus sp.; DFs912-
Rhodococcus sp.
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4.2 Crescimento quantitativo

Na avaliagcdo quantitativa do crescimento dos isolados, observa-se que, na
temperatura de 17°C houve aumento da duragcao da fase lag de crescimento para
todos os isolados, principalmente para os isolados do género Rhodococcus (DFs843
e DFs912). Para estes dois isolados e para DFs093 (Bacillus sp.), ap6s 48 horas de
incubacado nao foi possivel alcancar a fase estacionéaria. Atraso nas fases lag e log
também ocorreu na temperatura de 22°C, porém em menor intensidade. De maneira
geral, os isolados apresentaram maiores absorbancias na temperatura de 32°C, e
reducédo intensa a 37°C. Os isolados de Pseudomonas apresentaram absorbancia
maxima similar nas diferentes temperaturas, com excecdo DFs513 crescendo a
22°C (valor maximo). Os isolados de Rhodococcus, além de n&o crescerem a 37°C,

apresentaram intensa redug&o na velocidade de crescimento (Fig. 1).
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Figura 1 - Curva de crescimento dos isolados biocontroladores medido por meio da absorbancia (Asso) apos 6, 12, 24, 36 e 48 horas de incubacdo em meio
caldo nutriente sob agitacdo continua (100 rpm) em diferentes temperaturas (17, 22, 27, 32 e 37°C). DFs93-Bacillus Cereus; DFs348-Bacillus sp.; DFs769-
Bacillus cereus; DFs513-Pseudomonas veronii; DFs831-Pseudomonas fluorescens; DFs842-Pseudomonas fluorescens; DFs843- Rhodococcus sp.; DFs912-
Rhodococcus sp.
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4.3 Motilidade

De maneira geral para os isolados de género Bacillus e Rhodococcus foi
observado uma crescente motilidade tipo swarming com a elevagdo das
temperaturas. Para os isolados DFs513 e DFs842 (Pseudomonas sp) a maior
motilidade foi verificada na temperatura de 22°C e para o isolado DFs831, a
temperatura ndo causou diferengas significativas na motilidade (Fig. 2).

DFs 093 DFs 348 DFs 769 DFs 843

5 10 15 20 25 30

0
L

DFs 513 DFs 831 DFs 342 . DFs 912

Diametro médio da coldnia (mm)

5 10 15 20 25 30

0

17 22 27 32 v 17 22 27 32 a7 17 22 27 32 37

Temperatura ("C)

Figura 2- Motilidade do tipo swarming dos isolados biocontroladores apds 24 horas de incubacdo em
meio LB (0,6%) sob diferentes temperaturas. DFs93-Bacillus Cereus; DFs348-Bacillus sp.; DFs769-
Bacillus cereus; DFs513-Pseudomonas veronii; DFs831-Pseudomonas fluorescens; DFs842-
Pseudomonas fluorescens; DFs843- Rhodococcus sp.; DFs912-Rhodococcus sp.

4.4 Producao de enzimas hidroliticas: quitinases, caseinases e lecitinases

A avaliacdo da capacidade de hidrélise de quitina foi realizada aos 28 dias de
incubacdo, e dos oito isolados estudados apenas os do género Bacillus
apresentaram resultado positivo (DFs93, DFs348 e DFs769) (Tab. 2). De modo geral
a temperatura teve pouca influéncia na capacidade hidrolitica destes isolados,
exceto para DFs348, onde na temperatura de 17°C a hidrélise de quitina néo foi

observada.
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Tabela 2 - Capacidade de producdo de quitinase dos isolados biocontroladores em
diferentes temperaturas de incubacéo, apos 28 dias em meio de quitina (0,5%)

Temperatura °C

Isolado

17 22 27 32 37
DFs093 + + + + +
DFs348 - + + + +
DFs513 - - - - nc
DFs769 + + + + +
DFs831 - - - - nc
DFs842 - - - - nc
DFs843 - - - - nc
DFs912 - - - - nc

Avaliacdo qualitativa, resultados expressos como positivos (+) ou negativos (-); (nc) Isolados que néo
cresceram a 37°C no ensaio de crescimento qualitativo; DFs93-Bacillus Cereus; DFs348-Bacillus sp.;
DFs769-Bacillus cereus; DFs513-Pseudomonas veronii; DFs831-Pseudomonas fluorescens; DFs842-
Pseudomonas fluorescens; DFs843- Rhodococcus sp.; DFs912-Rhodococcus sp.

Para a hidrolise de caseina a avaliacdo dos isolados incubados a 37 e 32°C
ocorreu as 24 horas de incubacéo. Para 27°C, ap0s quatro dias de incubacao e para
17 e 22°C apos seis dias de incubacédo. Seis dos oito isolados estudados
apresentaram esta capacidade: DFs93, DFs348, DFs513, DFs769, DFs831, DFs842,
sendo que para a maioria destes isolados os maiores halos relativos foram obtidos
nas temperaturas mais baixas (17 e 22°C). Somente para DFs831 e DFs842, que os
maiores JRH foram obtidos em temperaturas intermediarias (22 e 27°C). Quanto a
capacidade da hidrolise, apenas na temperatura de 32°C ndo foi observada a
hidrolise da caseina pelos isolados DFs513 e DFs831, ambos pertencentes ao
género Pseudomonas (Fig. 3).

Os mesmos seis isolados capazes de hidrolisar caseina apresentaram
também capacidade de hidrélise de lecitina (Fig. 4). A avaliacdo dos isolados
incubados a 37 e 32°C ocorreu ap0s quatro dias de incubacéo; para 27 e 22°C, apos
seis dias de incubacédo e, para 17°C, apés dez dias de incubacdo. A temperatura
exerceu influéncia maior sobre a capacidade de hidrélise deste composto, sendo
gue para DFs348, na temperatura de 17°C, ndo foi observado halo de degradacéo;
para DFs831, também nao foi verificado resultado positivo nas temperaturas de 17 e
22°C e, para DFs842, a capacidade de degradar lecitina foi observada apenas na
temperatura de 27°C. Para os isolados de Bacillus (DFs093, DFs348 e DFs769) a

intensidade de degradacdo reduziu com aumento da temperatura e para os de
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Pseudomonas foi variavel, sendo que para DFs513 foi reduzida nas temperaturas

intermediarias.
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Figura 3 - Producdo de caseinase de isolados biocontroladores em diferentes temperaturas de
incubagdo em meio de cultura Leite-Agar. DFs93-Bacillus Cereus; DFs348-Bacillus sp.; DFs769-
Bacillus cereus; DFs513-Pseudomonas veronii; DFs831-Pseudomonas fluorescens; DFs842-
Pseudomonas fluorescens; DFs843- Rhodococcus sp.; DFs912-Rhodococcus sp.



34

DFs093 DFs 348 DFs 7649
o
- ] ] : a
@
s - i
= a a
E < | ab b . =
= : = )
™ cC 1
B -mm ARAR
% = T - * ) 1 ]
2
E o DFs 513 DFs 831 DFs 842
@ - ] N
E i
o
g 3 a a
e - b d
a = b b
(=]
o | Il c ¢ . b b b
= | 1 ] T T ] T T T ]
17 22 27 32 37 17 22 27 32 37 17 22 27 32 37
Temperatura {°C)

Figura 4 - Producdo de lecitinase de isolados biocontroladores em diferentes temperaturas de
incubacdo em meio de lecitina (4%). DFs93-Bacillus cereus; DFs348-Bacillus sp.; DFs769-Bacillus
cereus; DFsb513-Pseudomonas veronii; DFs831-Pseudomonas fluorescens; DFs842-Pseudomonas
fluorescens; DFs843- Rhodococcus sp.; DFs912-Rhodococcus sp.

4.5 Producéo de sideroforos

A avaliacdo da producdo de sideréforos foi realizada as 72 horas de
incubacédo para todas as temperaturas. Os trés isolados do género Pseudomonas
(DFs513, DFs831 e DFs842) produziram sideréforos em todas as temperaturas no
gual se desenvolveram (17 a 32°C) (Fig. 5), com menores valores para DFs513 e
DFs842 na temperatura de 27°C. Para o isolado DFs831, a temperatura nao teve

influencia no JRH.
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Figura 5 - Producdo de sideréforos de isolados biocontroladores em diferentes temperaturas de
incubacdo em meio King concentrado acrescido de corante CAS. DFs93-Bacillus Cereus; DFs348-
Bacillus sp.; DFs769-Bacillus cereus; DFs513-Pseudomonas veronii; DFs831-Pseudomonas
fluorescens; DFs842-Pseudomonas fluorescens; DFs843- Rhodococcus sp.; DFs912-Rhodococcus

sp.

4.6 Producdo de Amodnia

A temperatura nado influenciou na capacidade dos biocontroladores em
produzir amoénia, pois todos isolados testados apresentaram resultado positivo,
independente da temperatura de crescimento. Porém, houve influéncia da
temperatura em relacdo ao tempo necessario para detectar a producdo deste
composto (Tab. 3).

Tabela 3 - Quantidade de horas necessarias para a deteccdo da producdo de
amonia dos isolados biocontroladores incubados sob agitacdo orbital (100rpm) em
diferentes temperaturas

Temperatura °C

Isolado

17 22 27 32 37
DFs093 24h 24h 24h 24h 24h
DFs348 36h 24h 24h 24h 24h
DFs513 48h 24h 24h 36h nc
DFs769 48h 24h 24h 24h 24h
DFs831 48h 24h 24h 24h nc
DFs842 48h 24h 24h 36h nc
DFs843 84h 72h 72h 72h nc
DFs912 84h 72h 72h 72h nc

Avaliagdo qualitativa, resultados expressos como quantidade de horas necessarias para visualizagédo
do resultado positivo; (nc) Isolados que n&o cresceram a 37°C no ensaio de crescimento qualitativo;
DFs93-Bacillus Cereus; DFs348-Bacillus sp.; DFs769-Bacillus cereus; DFs513-Pseudomonas veronii;
DFs831-Pseudomonas fluorescens; DFs842-Pseudomonas fluorescens; DFs843- Rhodococcus sp.;
DFs912-Rhodococcus sp.
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Quanto ao periodo necesséario para a producdo da amodnia, destacou-se o
isolado DFs093 (Bacillus cereus), o qual nao foi influenciado por nenhuma das
temperaturas testadas, sendo detectada a producdo em 24h de incubacdo. Para os
isolados DFs348 e DFs769, também do género Bacillus, foi necessério maior
periodo de incubacdo apenas na temperatura de 17°C. Os isolados do género
Pseudomonas (DFs513, DFs831 e DFs842) tiveram comportamento semelhante,
uma vez que que apresentaram atraso na producdo de amoénia na temperatura de
17°C, e para DFs513 e DFs842 a 32°C. Nas demais temperaturas a deteccao foi
observada as 24 horas de incubacdo. Para os isolados do género Rhodococcus
(DFs843 e DFs912), a detec¢do da producdo da ambnia ocorreu somente apds 72
horas de incubacéo, posteior aos demais isolados, sendo que nas temperaturas de

17°C foi necessario ainda mais tempo de incubacé&o (84 horas).

4.7 Antibiose por meio de compostos volateis

Na antibiose por meio de compostos volateis, todas as biocontroladoras
diminuiram significativamente o raio da colénia do fungo em comparacdo com a
testemunha nas trés temperaturas estudadas, exceto DFs912 na temperatura de
17°C (Fig.6). Observou-se aumento do percentual de controle com o aumento da
temperatura de incubagcdo. Para os dois ensaios, 0 crescimento fungico

(testemunha) néo foi afetado pela variacdo da temperatura.

4.8 Antibiose por pareamento

No ensaio da antibiose por pareamento, quando incubados na temperatura de
17°C todos os tratamentos, exceto DFs843 e DFs912, causaram reducao
significativa do crescimento do fungo. Quando incubados a 22 e 27°C, somente
DFs843 nao reduziu significativamente o crescimento do fungo (Fig. 7). Maiores
porcentagens de controle foram observadas com o aumento da temperatura de
incubacdo. Neste ensaio, o crescimento fuangico (testemunha) nédo foi afetado pela

variagdo da temperatura.
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Figura 6 - (A) Porcentagem de reducdo do crescimento fungico de Colletotrichum lindemuthianum
pelos isolados biocontroladores por meio de compostos volateis apos 20 dias de incubacdo em
placas de Petri divididas contendo agar nutriente sob diferentes temperaturas. *Médias diferem da
testemunha pelo teste de Dunnett (p<0,05); DFs93-Bacillus cereus; DFs348-Bacillus sp.; DFs769-
Bacillus cereus; DFs513-Pseudomonas veronii; DFs831-Pseudomonas fluorescens; DFs842-
Pseudomonas fluorescens; DFs843- Rhodococcus sp.; DFs912-Rhodococcus sp. (B) Crescimento
fangico de Colletotrichum lindemuthianum em funcéo de diferentes temperaturas de incubagdo em
placas divididas contendo agar nutriente. ""Médias ndo diferem estatisticamente entre si.
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Figura 7 - (A) Porcentagem de reducdo do crescimento fingico de Colletotrichum lindemuthianum
pelos isolados biocontroladores por meio de confronto pareado em placas de Petri divididas contendo
agar nutriente ap6s 20 dias de incubacdo sob diferentes temperaturas. *Médias diferem da
testemunha pelo teste de Dunnett (p<0,05); DFs93-Bacillus cereus; DFs348-Bacillus sp.; DFs769-
Bacillus cereus; DFs513-Pseudomonas veronii; DFs831-Pseudomonas fluorescens; DFs842-
Pseudomonas fluorescens; DFs843- Rhodococcus sp.; DFs912-Rhodococcus sp. (B) Crescimento
fungico de Colletotrichum lindemuthianum em funcéo de diferentes temperaturas de incubagédo em
meio agar nutriente. ""Médias néo diferem estatisticamente entre si.
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4.9 Biocontrole in vivo

Para a severidade da antracnose e do CBC a interagdo entre os fatores
tratamentos bacterianos e temperatura néo foi significativa, portanto foi realizada a
analise dos efeitos simples. Houve efeito de tratamentos e de temperatura para a
AACPD da antracnose, sendo que todos os tratamentos bacterianos, exceto
Rhodococcus (DFs843 e DFs912), reduziram significativamente a severidade
acumulada dos sintomas, variando de 36 a 65% de controle (em média, 46%) . Para
o fator temperatura, a maior AACPD ocorreu quando os tratamentos bacterianos

foram submetidos a 37°C antes da inoculacéo do patégeno (Fig. 8).
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Figura 8 - Severidade acumulada da antracnose representada pela area abaixo da curva de
progresso da doencga (AACPD) em folhas destacadas de feijdo pulverizadas com biocontroladores e
submetidas a diferentes temperaturas por 48 horas. Avalia¢des realizadas ao 5°, 7°, 9°, 11° e 13° dia
apoés a inoculacdo. Apos inoculacdo as folhas foram incubadas a 22°C. Médias seguidas da mesma
letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Duncan (p<0,05). Graficos construidos com dados
originais sem transformacgdo. DFs93-Bacillus cereus; DFs348-Bacillus sp.; DFs769-Bacillus cereus;
DFs513-Pseudomonas  veronii; DFs831-Pseudomonas  fluorescens;  DFs842-Pseudomonas
fluorescens; DFs843- Rhodococcus sp.; DFs912-Rhodococcus sp.

Para a AACPD do CBC todos os isolados diferiram significativamente da
testemunha, sendo que os menores valores de AACPD foram obtidos com os
isolados do género Pseudomonas (DFs831, DFs842 e DFs513), diminuindo em

média de 28% a AACP, juntamente com DFs093 (Bacillus), ndo diferindo entre si.



40

O aumento da temperatura resultou em crescente aumento da severidade

(AACPD), sendo as maiores médias observadas na temperatura de 37°C (Fig. 9).
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Figura 9 - Severidade acumulada do crestamento bacteriano comum representada pela area abaixo
da curva de progresso da doenca (AACPD) em folhas destacadas de feijdo pulverizadas com
biocontroladores e submetidas a diferentes temperaturas por 48 horas. Avaliagbes realizadas ao 3°,
59, 7°, 9° e 11° dia apds a inoculagdo. Apés inoculagdo as folhas foram incubadas a 27°C. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Duncan (p<0,05). DFs93-Bacillus
cereus; DFs348-Bacillus sp.; DFs769-Bacillus cereus; DFs513-Pseudomonas veronii; DFs831-
Pseudomonas fluorescens; DFs842-Pseudomonas fluorescens; DFs843- Rhodococcus sp.; DFs912-
Rhodococcus sp.
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5. DISCUSSAO

A grande maioria das bactérias encontradas no ambiente sdo mesofilas, ou
seja, tém temperatura Otima de crescimento entre 25 e 40°C (MADIGAN;
MARTINKO; PARKER, 2004). Neste estudo, quando incubadas na temperatura de
37°C, somente as bactérias do género Bacillus formaram colbnias. Fato que ocorre
devido algumas bactérias possuem mecanismos para poderem se adaptar para
enfrentar os desafios de mudanca de ambiente e sobreviver sob condi¢cdes de
estresse (ABEE; WOUTERS, 1999). Um exemplo de resposta adaptativa pode ser
observado para B. cereus, em que um tratamento com dose de calor ndo-letal inicial
pode induzir resisténcia transitoria para um posterior tratamento térmico (com
temperatura letal), fendbmeno conhecido como termotolerancia (PERIAGO et al.,
2002). Esse género bacteriano possui ainda capacidade de formar enddsporos,
podendo resistir a altas temperaturas, dessecacdo e acdo de radiacao
(ABRIOUEL et al., 2011), caracteristicas importantes que conferem vantagem de
sobrevivéncia para um biocontrolador.

Em alguns casos, no processo de selecdo de bactérias biocontroladoras, as
candidatas capazes de crescer a temperatura corporal (37°C) sdo descartadas
porque esta caracteristica pode dificultar o registro como produto comercial (BERG
et al., 2005; KOHL et al., 2011). Porém, considerando a elevacédo das temperaturas
devido ao aquecimento global, estas caracteristicas s&o interessantes pois
aumentam as possibilidades do biocontrolador persistir no filoplano ou solo sob
condicBes de temperaturas mais elevadas, principalmente em regides tropicais.

O fato dos isolados nédo terem crescido a 37°C, mas terem se desenvolvido
guando incubados novamente em temperatura 6tima revela que esta temperatura
ndo é suficiente para causar a morte das bactérias. Neste caso, em uma situacdo

hipotética a campo, em periodos de temperaturas elevadas, mesmo que nao
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estejam se multiplicando, as bactérias ainda poderiam persistir e voltar a crescer
guando as condi¢cdes ambientais fossem favoraveis.

A avaliacdo da densidade 6ptica do meio de cultura pode ser considerada um
meétodo eficaz para estimar a quantidade de células bacterianas viaveis somente até
a fase estacionéria, ja que a turbidimetria ndo € capaz de realizar a discriminagcéo
entre as células vivas e as células mortas no meio de cultura (SANTIAGO, et al.,
2010). Contudo, por meio das curvas de crescimento é possivel conhecer o
comportamento de cada isolado estudado, bem como determinar o inicio e o ponto
maximo da fase log do crescimento de cada biocontroladora nas diferentes
condicOes de temperatura.

No ensaio de crescimento quantitativo as maiores absorbancias ocorreram
mais rapidamente nas temperaturas mais elevadas 32 e 37°C. No entanto,
temperatura 6tima para uma espécie microbiana ndo é a temperatura mediana entre
a maxima e minina, em vez disso, € mais proxima do limite superior de variacao da
temperatura, porque a velocidade das reacdes enzimaticas aumenta com o aumento
da temperatura até o ponto em que as enzimas sao danificadas pelo calor e as
células param de crescer (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1996). Portanto, a temperatura
Otima para o crescimento pode ndo ser a temperatura ideal para toda atividade
celular, de tal modo que, em geral, os trabalhos rotineiros realizados no laboratério
de bacteriologia sdo incubados na temperatura de 27°C.

De maneira geral, as temperaturas que apresentam maiores absorbancias no
ensaio de crescimento quantitativo foram também as que proporcionaram maior
motilidade do tipo swarming, indicando um efeito da maior populacdo bacteriana,
fato que corrobora com a definicdo deste tipo de motilidade, o qual € o movimento
multicelular, ou seja, de um grupo de bactérias pela superficie, diferente da
movimentacdo do tipo swimming, que € o movimento individual de bactérias em
meio liquido (HARSHEY, 2003; KEARNS, 2010).

Neste mesmo sentido, Puopolo e colaboradores (2013), com o propésito de
avaliar o efeito da temperatura na capacidade de movimentacao da estirpe S499 de
Bacillus amyloliguefaciens, mostraram que a motilidade foi influenciada pelas
temperaturas, e que a maior temperatura (35°C) determinou a maior motilidade,
sendo drasticamente prejudicada quando incubada a 15°C.

A motilidade do tipo swarming € um mecanismo de translocagéo das bactérias

realizado por meio de flagelos rotativos, que s&o requisito para este tipo de
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locomocédo (KEARNS, 2010; INOUE et al., 2007). Dentre os tipos de motilidade
existentes este € o modo mais r4pido para a translocacdo em superficies (O'MAY;
TUFENKJI, 2011). A motilidade é um fator tdo importante que no caso de bactérias
patogénicas ela tem sido identificada como um fator relacionado com a viruléncia
(LAI; TREMBLAY; DEZIEL, 2009; YU et al.,, 2014), sendo essencial para a
patogenicidade bacteriana nas fases iniciais de adesao aos tecidos do hospedeiro
(McCARTER, 2001). Assim, a motilidade bacteriana é interessante para as
biocontroladoras tanto quando aplicadas no solo quanto no filoplano, pois confere
vantagem de sobrevivéncia sob os diferentes ambientes para competirem com
sucesso com outros microrganismos (HARSHEY, 2003).

ApOGs 0 sucesso em colonizar a superficie, uma biocontroladora deve
apresentar a capacidade de causar dano aos fitopatdgenos, sendo a producao de
enzimas liticas considerada um mecanismo direto de acdo do controle biolégico
(COMPANT et al., 2005). As quitinases bacterianas sao enzimas promissoras com
capacidade antipafingica, uma vez que estas degradam quitina, um dos principais
constituintes da parede celular fangica (ZHANG et al., 2001). Portanto os isolados
DFs93, DFs348 e DFs769, que produzem quitinases, possuem a capacidade de
inibir o crescimento e desenvolvimento de fitopatdégenos por meio de ataque direto a
parede celular de fungos (GOHEL et al., 2006; SZABO et al., 2012; BRZEZINSKA et
al., 2014).

Ainda h& poucos estudos relacionando temperatura e a produgéo da quitinase
bacteriana, porém sabe-se que em temperaturas que nao sao ideais para a bactéria,
0 investimento energético fica reservado para suas funcdes basais. Outra hipotese
para o resultado negativo observado para DFs348, na temperatura de 17°C, pode
ser atribuida a atividade da quitinase, pois Hjort et al. (2014), trabalhando com a
enzima quitinase bacteriana purificada, determinou a temperatura de 35°C como
Otima para sua atividade, com aproximadamente 50% de reducdo da atividade
relativa na temperatura de 15°C.

A protedlise também tem sido considerada importante no controle biolégico de
fungos (DUNNE et al., 2000) e até mesmo de nematoides (KHAN et al., 2005;
SAHEBANI; HADAVI, 2008). Padgham e Sikora (2007) associaram a atuacao
dessas enzimas sobre membranas de ovos e da cuticula de formas moéveis de
diferentes espécies de nematoides. Abordagens transcriptbmicas mostraram que a

interagcdo entre o ataque de Trichodema harzianum contra o fungo Sclerotinia
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sclerotiorum envolve a producdo de metabdlitos secundarios e uma modulacao
principalmente de enzimas hidroliticas ap6s o contato entre eles (STEINDORFF et
al., 2014). Portanto, a capacidade de producdo de enzimas hidroliticas, como as
caseinases e lipases, pelos isolados DFs093, DFs348, DFs513, DFs769, DFs831 e
DFs842 em diferentes condi¢cdes de temperatura podem auxiliar na degradacao da
parede de fitopatbgenos antes mesmo de haver condicdes ideais para o
desenvolvimento destes.

Outra maneira de sobressair entre 0s microrganismos € através da producdo
de sideroforos. Os sideréforos sdo moléculas de baixo peso molecular, quelante de
fons férricos, 0 que resulta na solubilizacdo do ferro presente no solo, e esta
associado tanto ao controle biolégico quanto a promocéo do crescimento de plantas
(BURD; DIXON; GLICK, 2000; BLOEMBERG; LUGTENBERG, 2001; BENITEZ et
al., 2004; AHMAD; AHMAD; KHAN, 2008; DIMKPA et al.,, 2008). Naureen e
colaboradores (2015) estudaram diferentes metabdlitos produzidos por isolados
bacterianos antagbnicos contra o patégeno fungico Rhizoctonia solani
correlacionando-os fortemente com a quantidade de sideroforos produzidos, e que
este antagonismo foi aumentado em condi¢des de limitacdo de ferro. Isso ocorre
devido ao fato de que baixa disponibilidade de ferro em um ambiente pode se tornar
fator limitante para o crescimento e multiplicacdo, e, neste caso, 0 microrganismo
gue for capaz de sequestrar o ferro, indisponibilizando-o para os demais, leva uma
grande vantagem competitiva, constituindo assim um importante mecanismo de
competicdo (LIM; LEE; KIM 2002; DUFFY et al., 2003; SZILAGYI-ZECCHIN et al.,
2014). Ainda, os sideroforos podem atuar na defesa contra fitopatdgenos por meio
da inducéo de resisténcia em plantas (DUIJFF et al., 1993; VERBON et al., 2017).

A capacidade de producdo de sider6foros por bactérias do género
Pseudomonas sp. ja é consagrada (YASMIN et al., 2012; HERNANDEZ et al., 2015)
e 0 biocontrole exercido por Pseudomonas através de sideroforos tém sido
amplamente relatado na literatura. Manwar et al. (2004), consideram que as
pioverdinas sdo responsaveis pelo biocontrole de Sclerotium rolfsii. Em outro estudo,
a estirpe de Pseudomonas aeruginosa FP6 quando testada para atividade
antagonista in vitro contra Rhizoctonia solani e Colletotrichum gloeosporioides em
meio com e sem FeClz, mostrou redugéo significativa no controle de R. solani com
suplementacao de Ferro em relagdo ao controle (sem FeCls), sugerindo papel do

antagonismo mediado por sideréforo. Ja no caso de C. gloeosporioides, a atividade
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antifungica ndo foi influenciada pelo FeCls, indicando a presenca de outros
mecanismos antagonistas (SASIREKHA; SRIVIDYA, 2016).

No presente estudo, os isolados produtores de sider6foros apresentaram a
capacidade de fazé-lo em todas as temperaturas no qual se desenvolveram,
semelhante aos resultados encontrados por Landa, Navas-Cortés e Jiménez-Diaz
(2004), onde para os isolados de P. fluorescens, a producdo de sideroforo
(pioverdina) ocorreu em todas as temperaturas onde houve crescimento dos
isolados, exceto a 37.5°C (quando o crescimento bacteriano diminuiu), e a maior
guantidade relativa de pioverdina para os dois isolados ocorreu a 25°C. Isso indica 0
potencial dos isolados estudados em atuar no controle de fitopatbgenos através da
competicdo por nutrientes e/ou indugdo de resisténcia dentro da faixa de
temperatura de 17 a 32°C.

Compostos volateis compdem uma parte importante dos mecanismos de acao
do controle biolégico. A producdo de amdnia volatil também tem sido implicada
como um mecanismo com efeito direto contra fitopatdgenos (PAULITZ et al., 2000;
MACAGNAN; ROMEIRO; POMELLA, 2009). No presente trabalho, todos os isolados
foram capazes de produzir amonia, este produto do metabolismo secundario de
bactérias possui grande importancia em termos de efeito antagonico (GARCIA;
KNAAK; FIUZA, 2015), uma vez que €é capaz de penetrar rapidamente nas
membranas das células sendo toxica aos microrganismos (TENUTA et al., 2002).
Quanto ao efeito da temperatura no tempo necessario para a producédo da aménia, o
isolado DFs093 (Bacillus cereus) foi o que apresentou maior estabilidade, pois ndo
sofreu influéncia da temperatura em relacdo ao periodo de tempo necessario para
deteccdo da producdo de aménia. Os demais isolados do género Bacillus e do
género Pseudomonas apresentaram pouca variagdo no periodo de incubacéo
necessario para deteccdo da producdo de amodnia. Os isolados do género
Rhodococcus também apresentaram pequena variacdo no periodo de tempo de
incubacdo para a deteccdo de amonia, porém estes isolados necessitaram de maior
tempo de incubacdo. Isso pode ser justificado pelo fato de que bactérias
pertencentes a este género tém periodo de geracéo (crescimento) mais lento do que
0s demais géneros estudados (HOLT, 1994), como visto no ensaio de crescimento
guantitativo.

Outro ponto a se considerar € que, na maioria dos casos, 0 atraso no tempo

necessario a producdo da aménia na temperatura de 17°C, esta relacionado com
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menores absorbancias no ensaio do crescimento quantitativo nesta temperatura,
indicando um possivel efeito do tamanho da populacdo bacteriana. Varios fatores
aqui estudados estao relacionados com a densidade populacional, pois as bactérias
podem utilizar moléculas de sinalizacdo especificas (autoindutoras) para se
comunicar com populacgdes circundantes (FUQUA; WINANS; GREENBERG, 1994).
Estas vias de sinalizacdo sdo amplamente utilizadas para regular e coordenar suas
interacdes em evento conhecido como quorum sensing (QS), e esta envolvido em
varios processos bioldgicos, tais como a movimentacdo swarming, producdo de
metabdlitos secundarios, transferéncia de genes, colonizacdo, maturacdo de
biofilmes e sintese de fatores de viruléncia (FUQUA; WINANS; GREENBERG, 1994;
VON BODMAN; BAUER; COPLIN, 2003).

No presente trabalho foi verificada reducdo significativa do crescimento
micelial de CL por meio dos compostos volateis produzidos por todos os isolados
biocontroladores. Esta reducdo pode ter sido proporcionada pela producdo da
amonia e/ou de outros compostos. Pesquisas indicam que volateis liberados por
bactérias desempenham um papel importante nas maltiplas interagdes microbianas,
uma vez que elas podem liberar uma grande variedade de compostos, dos quais
alguns sdo capazes de alterar processos fisiolégicos em outras bactérias e fungos
(AUDRAIN et al., 2015; SCHMIDT et al., 2015). Nos fungos, estes compostos podem
atravessar a parede celular e induzir alteracbes na permeabilidade da membrana
plasmatica (LI et al.,, 2012). Em um estudo realizado por CHEN e colaboradores
(2008), Bacillus subtilis foi capaz de produzir substancias volateis com atividade
antifangica, ocasionando retracdo do protoplasma das extremidades de hifas de
Botrytis cinerea, neste mesmo trabalho foram encontrados 14 compostos volateis de
B. subtilis com potencial de interferir na atividade microbiana, identificados por meio
de cromatografia gasosa de espectro de massa.

Ainda para a antibiose por meio de compostos volateis, somente na
temperatura de 17°C a reducdo do tamanho da coloénia do fungo pelo isolado
DFs912 néo foi significativa em comparacdo com a testemunha, o que pode estar
relacionado com a quantidade de aménia produzida por este isolado, pois como
pode ser visto na Tab.3, nesta temperatura é necessario maior periodo de tempo
para deteccdo da produgdo da amdnia pelos isolados do género Rhodococcus.

No biocontrole in vitro por pareamento, os resultados mostram o efeito

antagobnico de todos os isolados biocontroladores, exceto DFs843, exercido sobre o



47

fungo CL. No pareamento, ndo houve contato direto entre o fungo e isolado
biocontrolador, estabelecendo-se que a antibiose foi alcancada por meio de
compostos difundidos no meio de cultura. Dentre estes compostos, a producao de
antibidticos por bactérias biocontroladoras € conhecida por restringir o crescimento
de patogenos (KINSELLA et al.,, 2009). Para o isolado DFs912, somente na
temperatura de 17°C ndo houve diferencas significativas do crescimento fungico
guando comparados com a testemunha. Isso pode ser explicado pelo fato de que
nessa temperatura o crescimento bacteriano é retardado, e pode haver a
possibilidade de que nela a produgéo de antibidticos ndo ocorra ou seja menor, pois
a temperatura € um dos fatores fisicos relatados que afeta a producdo de
antibioticos (SHANAHAN et al., 1992).

Nos ensaios in vivo, para a antracnose, os isolados de Bacillus e de
Pseudomonas foram os que apresentaram maior reducdo da severidade calculada
através da AACPD, que independente da temperatura, reduziram a severidade em
média de 48%. Neste estudo, todos os isolados estudados diminuiram
significativamente a AACPS de CBC, dando destaque para DFs831, DFs842,
DFs093, DFs513, que controlaram a doenca em 33%.

Diversas estirpes de Bacillus spp. sdo conhecidas por serem potentes
agentes de biocontrole, muitas delas eficazes no controle bioldgico da murcha
bacteriana, murcha de Fusarium, podridao da raiz por Rhizoctonia e Pythium, dentre
outras doencas (CHEN et al 2014; GONZALEZ-SANCHEZ et al., 2013; YAMAMOTO
et al., 2014). Os mecanismos de controle biologico envolvidos incluem a producéo
de antibidticos, sideroforos, e cianeto de hidrogénio; competicdo por nutrientes e
espaco na rizosfera; resisténcia induzida; e inativacdo das enzimas do agente
patogénico (CHOUDHARY; JOHRI, 2009; RADDADI et al., 2007). Além disso,
biocontroladores do género Bacillus spp. sdo adequados para comercializacao
porque produzem esporos e sao resistentes ao calor e a dessecacdo, podendo ser
prontamente formulado em produtos estaveis (PEREZ-GARCIA et al., 2011).

Biocontroladores do género Pseudomonas spp. também sédo muito estudados,
pois a producdo de uma variedade de metabolitos secundarios, incluindo antibiéticos
como diacetilfloroglucinol (DAPG), diferentes tipos de fenazinas, dentre outros, bem
como a capacidade de indugdo de resisténcia em plantas tém mostrado estarem
envolvidos na reducédo de varias doencas causadas por fungos e bactérias. Ainda, a

alta capacidade de colonizacdo do solo, bem como a competitividade das
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Pseudomonas spp. revelam o potencial para o seu uso em aplicagcbes comerciais
(ARSENEAULT; FILION, 2016; MUNHOZ et al., 2017). A aplicacédo de
Pseudomonas fluorescens na parte aérea da planta por pulverizacdo também
mostrou destaque entre outros métodos de aplicacdo de biocontroladores no
controle de Botrytis cinerea (KHAN et al, 2011). Nesse mesmo sentido, em um
estudo de campo conduzido por Netam e colaboradores (2016), foi demonstrada a
eficacia da combinacao de pulverizacfes de bioagentes (dentre eles P. fluorescens)
em milheto para controlar a mancha foliar causada por Pyricularia grisea. Portanto,
vale ressaltar que a pulverizagdo de biocontroladores pode ter um efeito aditivo no
controle de doencas, complementando as outras formas de aplicacdo como a
microbiolizacdo e inundacéo do solo (MANIKANDAN; RAGUCHANDER, 2014).

Quanto a metodologia utilizada, Pereira e colaboradores (2014), estudaram a
possibilidade de se efetuar selecdo de plantas de feijoeiro resistentes a antracnose
utilizando-se folhas priméarias destacadas em ambiente parcialmente controlado e,
comparando com a metodologia tradicionalmente utilizada, as duas metodologias
proporcionaram resultados semelhantes quanto a reacdo apresentada pelos
cultivares, evidenciando que a utilizacdo de folhas destacadas de feijoeiro em
ambiente parcialmente controlado é viavel para a selecdo quanto a resisténcia a
antracnose. Bigirimana e Hofte (2001), analisaram trés metodologias diferentes para
inoculacdo de C. lindemuthianum em feijao: Inoculacdo em sementes germinadas,
em plantulas e em folhas destacadas; e, embora os métodos tenham dado
resultados semelhantes, a inoculacao de folhas destacadas foi o melhor método, por
ser a forma mais rapida e pratica para investigar a reacdo da planta frente ao
patégeno.

A reducdo da severidade da antracnose pelos isolados de Bacillus e
Pseudomonas, assim como a reducdo da severidade do CBC pelos mesmos
isolados, juntamente com os de Rhodococcus, pode ter ocorrido por meio da
producédo de compostos antagbnicos volateis ou ndo, pela competicdo por nutrientes
e espaco, por parasitismo, pela combinacdo de mais de um destes mecanismos, ou
ainda por mecanismos que nado foram estudados.

O fato dos isolados manterem a eficiéncia de controle com a mudanca da
temperatura nas médias de severidade € uma caracteristica interessante para o
controle biolégico, pois indica que eles apresentardo certa estabilidade mesmo

quando houver flutuacao térmica.
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Uma hipotese para o aumento da severidade da antracnose e do CBC
guando os tratamentos foram submetidos 37°C, seria pela menor populacéo
bacteriana na maioria dos tratamentos, pois durante as 48 horas de incubacéo nesta
temperatura, a multiplicacdo das células bacterianas nédo estaria ocorrendo (exceto
as bactérias pertencentes ao género Bacillus), como visto no ensaio de crescimento
guantitativo. No mesmo sentido, estudos sobre o impacto da temperatura na
fisiologia de Lysobacter capsici AZ78, sobre a efichcia de biocontrole de
Phytophthora infestans e a taxa de colonizagdo da filosfera de tomate, mostram que
AZ78 coloniza efetivamente as folhas de tomate e controla infestacdes de P.
infestans quando as plantas tratadas sao incubadas a 15 e 25°C por 24 horas. No
entanto, a incubagdo a 35°C reduz drasticamente a persisténcia das células
bacterianas vivas nas folhas de tomate, bem como o biocontrole do patégeno na
planta, neste estudo, a reducdo da eficacia de biocontrole a 35°C foi associada a
antibiose e a atividade proteolitica que também foi prejudicada in vitro na mesma
temperatura (PUOPOLO et al., 2015). Efeito negativo de elevadas temperaturas no
biocontrole também foi demonstrado por Mukherjee e Raghu (1997), onde em cultivo
pareado in vitro, Trichoderma sp. sobressaiu sobre Sclerotium rolfsii a 25 e 30°C,
mas a 35 e 37°C, S. rolfsii sobrepds a colonia de Trichoderma, e em bioensaios
usando fatias de gengibre e rizomas inteiros, demonstraram que Trichoderma nao foi
eficaz na supressao S. rolfsii em temperaturas acima de 30°C.

Outra hipGtese para as maiores médias de severidade nas temperaturas mais
elevadas seria porque a alta temperatura ocasiona estresse as folhas destacadas do
feijdo e, apesar de nao terem sido feitas analises fisiologicas, observou-se que as
folhas submetidas as temperaturas de 37 e 32°C estavam mais flacidas no momento
da inoculacéo do patdégeno.

Os isolados estudados mostraram capacidade de produzir um arsenal
diversificado de compostos relacionados ao biocontrole, bem como potencial para
controle de mais de uma doenca em diferentes temperaturas, indicando que séo
fortes candidatos ao controle biolégico de doencas que acometem a cultura do
feijdo. Estudos como este sdo necessarios para compreender 0 que acontece com
0s biocontroladores na natureza, bem como para selecionar microrganismos que
apresentem estabilidade na sua funcdo mesmo sob diferentes condi¢bes de

ambiente, onde ocorre diariamente variacdes térmicas.
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No entanto, ainda sdo varias as questdes a serem esclarecidas visando a
obtencdo de um produto comercial de controle biologico, por exemplo, a eficacia do
controle destes isolados quando utilizados em condi¢cbes de campo, a insergdo dos
biocontroladores no manejo integrado de pragas por meio da compatibilidade com
outros defensivos agricolas utilizados rotineiramente na cultura, bem como estudos
de formulacdo e viabilidade em condicdes de armazenagem. Por fim, seria
interessante também, avaliar o efeito complementar ou sinérgico de métodos de
aplicacdo de biocontroladores, tais como, microbiolizagdo e pulverizagao, visando o

aumento do espectro e da eficacia.
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6. CONCLUSOES

A temperatura interfere na capacidade de producdo de enzimas hidroliticas
por bactérias biocontroladoras.

A temperatura pode interferir na velocidade da producdo de compostos
antimicrobianos.

As bactérias estudadas produzem compostos antimicrobianos volateis ou nédo
contra Colletotrichum lindemuthianum in Vvitro.

A pulverizacdo preventiva com os isolados de Bacillus (DFs093, DFs348 e
DFs769) e Pesudomonas (DFs513, DFs831 e DFs842,) em folhas de feijao, reduzem
a severidade da antracnose.

A pulverizacdo preventiva com os isolados de Bacillus (DFs093, DFs348 e
DFs769), Pesudomonas (DFs513, DFs831 e DFs842) e Rhodococcus (DFs843 e
DFs912), em folhas de feijdo, reduzem a severidade do crestamento bacteriano
comum.

A temperatura interfere nos niveis de doenca da antracnose e do crestamento

bacteriano comum.
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