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Resumo

RODRIGUEZ, Daniela Pimentel. POTENCIAL DA MICROBIOLIZACAO DE
SEMENTES COM RIZOBACTERIAS PARA BIOCONTROLE DO MOFO BRANCO
NO FEIJAO. 2015.66f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pés-Graduacéo em
Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, Brasil.

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) apresenta importancia econdmica no pais, onde seu
cultivo é amplamente distribuido. No entanto, a cultura pode apresentar queda na
produtividade devido a incidéncia do mofo branco causado por Sclerotinia
sclerotiorum. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de
isolados bacterianos previamente selecionados para o biocontrole de diferentes
doencas do feijao no controle do mofo branco. Para tanto, sementes de feijao do
cultivar BRsValente foram microbiolizadas com diferentes tratamentos bacterianos e
seu efeito avaliado através de bioensaios com folhas destacadas de feijdo, bem
como ensaio “in planta”. Os experimentos foram conduzidos em laboratério e casa
de vegetacdo. Foram utilizados oito isolados bacterianos DFs 93; DFs348; DFs 513;
DFs 769; DFs 831; DFs 842; DFs 843 e DFs 912 avaliados de modo individual ou
em combinacdes. Os isolados bacterianos indicaram potencial de controle para mofo
branco, através da microbiolizacdo de sementes de feijdo. A utilizacdo de
combinac¢édo C03 e dos DFs831, DFs842, DFs912 resultou em controle eficiente em
alguns aspectos avaliados, reduzindo a severidade do mofo branco. Pelas
avaliacdes in vitro, verificou-se que os isolados bacterianos produzem enzimas
hidroliticas envolvidas no biocontrole, além de aménia e sideréforos, apontando para
0 potencial destes isolados atuarem por diferentes mecanismos de a¢ao. Por fim,
este trabalho explica pelo menos em parte, a habilidade biocontroladora e o
potencial destes tratamentos bacterianos.

Palavras-chave: Sclerotinia sclerotiorum, Phaseolus vulgaris L., biocontrole



Abstract

RODRIGUEZ, Daniela  Pimentel. =~ SEED  MICROBIOLIZATION  WITH
RHIZOBACTERIA FOR WHITE MOLD BIOCONTROL IN BEAN. 2015. 66f.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pés-Graduacdo em Fitossanidade.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, Brasil.

The bean (Phaseolus vulgaris L.) is of economical relevance for the country where its
cultivation is largely distributed. However, the cultivation might present a decrease in
productivity due to the incidence of white mold caused by Sclerotinia sclerotiorum.
Considering that, this study aimed at evaluating the potential of isolated bacteria
previously selected for the biocontrol of different diseases of beans for white mold
control. For that purpose, seeds cultivar BRsValente were microbiolized with distinct
bacterial treatments and the effect of microbiolization was assessed through
bioassays with detached leaves, as well as in plant assay. Trials were carried out in
lab and greenhouse conditions. Eight bacterial isolates were used: DFs93; DFs348;
DFs513; DFs769; DFs831; DFs842; DFs843 and DFs912, evaluated either
individually or in combinations. Isolated bacterial showed potential control for the
white mold through microbiolization of bean seeds. The use of combination C03 and
of DFs831, DFs842 and DFs912 resulted in efficient control in some aspects
evaluated by reducing the severity of white mold. In vitro evaluations showed that the
bacterial isolates produce not only hydrolytic enzymes involved in the biocontrol, but
also ammonia and siderophores, indicating for the potential of those isolates to act
through different modes of action. Finally, this paper explains at least in part, the
biocontrol ability and the potential of these bacterial treatments.

Keywords: Sclerotinia sclerotiorum, Phaseolus vulgaris L., biological control
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INTRODUCAO GERAL

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) & considerado um dos principais
produtos da alimentacéo brasileira, por ser fonte de proteinas, fibras, vitaminas,
carboidratos e minerais essenciais para o organismo (MEDEROS et al., 2013). No
Brasil € a principal leguminosa fornecedora de proteinas, por isso estd presente
diariamente na dieta dos brasileiros (SILVA et al., 2009 a). Na safra 2015, a area
cultivada de feijdo no Brasil foi de 3.197,1 mil ha, com producédo de 3.338 mil
toneladas. Os estados do Parana, Minas Gerais, Sdo Paulo e Goias sdo os
principais responsaveis pela producdo do grao. Tal cultivo, s6 tem sua producao
superada pelas culturas da soja, do milho e do algoddo, que apresentam area de
cultivo e producdo mais elevadas (CONAB, 2015). Um dos fatores responsaveis
pelas consideraveis reducdes da produtividade é a susceptibilidade da cultura a
doencas que podem ser causadas por fungos, bactérias, virus e nematoides
(VIEIRA, 1988; BOLAND; HALL, 1994). Dentre os patdgenos habitantes do solo,
os fungos Fusarium solani. f. sp. phaseoli, F. oxysporum f. sp. phaseoli,
Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum sao
relatados como principais patégenos da cultura (BIANCHINI et al., 2005).

Dentre estes, o fungo S. sclerotiorum, € um patégeno cosmopolita e
inespecifico, capaz de infectar mais de 400 espécies de plantas, incluindo
importantes grupos como algodao, soja, canola, tomate e feijao (BOLAND; HALL,
1994; BOLTON et al.,, 2006). No feijao, causa a doenca conhecida como mofo
branco, que se destaca devido a sua incidéncia poder causar até 100% de perdas
na producdo (SCHWARTZ et al., 2012). O mofo branco, ocorre em um grande
namero de paises, especialmente naqueles de clima temperado e subtropical
(BIANCHINI et al., 2005), em condi¢cdes de temperaturas moderadas (15-22°C)
entre o outono e ou inverno (PAULA JUNIOR et al., 2006), principalmente em

areas sob irrigacéo por pivod central (PAULA JUNIOR et al., 2009).
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Um dos fatores responsaveis por perdas significativas da producéo na
cultura do feijao, esta relacionado a capacidade deste fungo formar estruturas de
resisténcia, denominadas esclerddios, as quais podem permanecer dormentes no
solo por longos periodos, em condi¢cfes adversas, desenvolvendo-se quando a
cultura j4 esta instalada, ou até que as condigcbes ambientais favoraveis de
temperatura e umidade estejam presentes para sua germinacdo (SCHWARTZ et
al.,2012).

Assim, a germinacdo do esclerddio, pode ocorrer pela forma
miceliogénica, onde os esclerédios formam hifas que se distribuem pelo solo e
infectam os tecidos das plantas, e pela forma carpogénica, responsavel por gerar
apotécios, que liberam ascosporos que se disseminam pelo ar, servindo como
in6culo primério para a infeccdo dos tecidos acima do solo e logo se distribuem
por toda a planta (SUN; YANG, 2000; SCHWARTZ et al.,2012).

Dentre os principais sintomas observados, destacam-se manchas
aguosas que se desenvolvem para podriddo mole. Além disso os tecidos
infectados ficam cobertos pelo crescimento micelial branco e cotonoso do
patégeno. Quando a infeccdo ocorre na semente, as mesmas tornam-se opacas
apresentando aparéncia de giz, mais leves que as sementes sadias (BIANCHINI
et al., 2005).

Devido a estas particularidades, o controle da doenca torna-se dificil. No
entanto, a adocéo de estratégias de manejo integrado possibilita o convivio com a
doenca, a partir da reducdo de in6culo presente na lavoura (STEADMAN, 1979;
MUELLER et al., 2002). Dentro desta estratégia inserem-se o uso de sementes
sadias, baixa densidade de semeadura, rotacdo de culturas, controle da irrigacao,
emprego de fungicidas e o uso de cultivares resistentes (PAULA JUNIOR et al.,
2012), apesar desta ultima medida néo ser aplicada no Brasil, pois ndo ha registro
de cultivares de feijdo resistentes a S. sclerotiorum (BARBOZA; GONZAGA,
2012).

O controle quimico do mofo branco ainda consiste em uma das principais
alternativas de manejo (BARDIN; HUANG, 2001), no entanto elevam os custos de
producédo, além de causar diversos danos ambientais e ao proprio homem.
Adicionalmente, h& o risco do desenvolvimento de populagbes resistentes aos
grupos de fungicidas utilizados. Este aspecto foi observado por Li e Zhou (2004)

em experimentos a campo, onde houve reducéo da eficacia de produtos do grupo
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dos benzimidazdis no controle de S. sclerotiorum, devido ao surgimento de
populac6es do patégeno menos sensiveis a esses produtos.

No Brasil, atualmente 410 produtos estdo registrados como agrotoxicos
para o controle de doencas e pragas na cultura do feijdo, sendo apenas quatro
compostos bioldgicos a base de Trichoderma spp. e Bacillus thuringiensis.
Especialmente para S. sclerotiorum no feijdo, ha registro de um fungicida
microbiolégico que contém em sua formulagdo Trichoderma asperellum
(AGROFIT, 2015).

A partir disso fica evidente o quanto é necessario o desenvolvimento de
outras medidas de controle da doenca. Neste sentido, buscam-se métodos
eficientes e viaveis, que possam ser utilizados juntamente com outras medidas de
controle no manejo integrado de doencas. Assim, o controle biologico, surge
como uma estratégia interessante para o controle de S.sclerotiorum, pois além de
possibilitar a reducdo do uso de agrotoxicos, estimula associacfes positivas a
partir da insercao de microrganismos com potencial antagdnico (WU et al., 2014).

De tal modo, pesquisas direcionadas ao controle de fitopatdbgenos a partir
de agentes de biocontrole tem revelado uma gama de microrganismos, tais como
bactérias (BARRA et al., 2008; LANNA FILHO et al., 2010), fungos (HUANG et al.,
2000; MOHAMED; HAGGAG, 2006), e leveduras (ELAD et al., 1994),
dispensados em diferentes espécies cultivadas. Dentre estes, as bactérias,
destacam-se por atuarem por diferentes mecanismos de acdo, tais como,
parasitismo, antibiose, competicdo ou inducdo de resisténcia (ROMEIRO, 2007,
KUMAR et al., 2012 a; Jl et al., 2013). Os géneros Pseudomonas e Bacillus sdo
0s mais estudados, devido a capacidade destas bactérias induzirem resisténcia,
além de exercerem antagonismo direto, pela producdo de compostos
antimicrobianos (LATHA et al., 2011; WU et al., 2014).

Especialmente para S. sclerotiorum, agentes de controle bioldgico tém
mostrado eficiéncia, por possibilitarem inibicdo do crescimento micelial e a ndo
formacao de esclerédios, a partir de diferentes mecanismos de acdo. Dentre estes
0s géneros Bacillus (YUEN et al., 1991; REMUSKA; PRIA, 2007; WU et al., 2014)
e Pseudomonas em ensaios in vivo tém demonstrado ser eficientes (BERRY et
al., 2010; LOEWEN et al., 2014).

Neste contexto, estudos baseados no biocontrole vém sendo

desenvolvidos ha mais de dez anos pelo grupo de pesquisa em bactérias
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biocontroladoras e promotoras de crescimento vegetal da Universidade Federal
de Pelotas, onde foram selecionadas bactérias para biocontrole de importantes
doencas do feijdo, como o crestamento bacteriano comum (ZANATTA et al.,
2007), antracnose (CORREA et al., 2008) mancha angular, podriddo cinzenta,
murcha do curtobactério, murcha de fusario (CORREA et al., 2014) e nematoide
das galhas (CORREA et al., 2012). Neste sentido, o objetivo do presente trabalho
foi avaliar estas bactérias, individualmente e em combinacdes, a partir da
microbiolizacdo de sementes de feijdo, para o controle do mofo branco, bem

como determinar os potenciais mecanismos pelos quais ele se da.
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CAPITULO |

MICROBIOLIZACAO DE SEMENTES DE FEIJAO PARA BIOCONTROLE DE

Sclerotinia sclerotiorum

2.1 - INTRODUCAO

O Brasil destaca-se como um dos maiores produtores de feijdo. Seu
cultivo estd distribuido em diferentes regidbes do pais, sendo 0s maiores
produtores deste grdo os estados do Parana e Minas Gerais (MAPA, 2015).
Consumido diariamente por grande parte da populacdo brasileira, € fonte de
importantes nutrientes essenciais, como proteinas, fibras, vitaminas e
carboidratos (SILVA et al., 2009 a).

Embora consumo e cultivo de feijao no pais sejam expressivos, a sua
produtividade € baixa. Um dos principais fatores limitantes é a incidéncia de
doencas causadas por fungos, bactérias, virus e nematoides, gerando perdas, e
aumento dos custos de producao (VIEIRA, 1988).

Dentre as doencas flngicas destaca-se o mofo branco causado por
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, patégeno habitante de solo, que infecta
mais de 400 espécies vegetais (REIS et al., 2011). Sclerotinia sclerotiorum pode
sobreviver no solo, sobre o solo ou em restos de cultivo, a partir de esclerddios,
que conferem resisténcia ao patdgeno em condicbes ambientais adversas
(BOLTON et al., 2006).

Os métodos de controle do mofo branco devem ser tomados em conjunto
para se tornarem mais eficientes, deste modo a estratégia de controle ndo deve
ser definida isoladamente (PAULA JUNIOR et al., 2006). As principais medidas

utilizadas para o controle da doenca, estdo na rotacédo de culturas, na adicao de
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produtos biolégicos, e na aplicacdo de fungicidas. Atualmente a aplicacdo de
fungicidas, consiste na alternativa mais utilizada, no entanto € responsavel por
favorecer o surgimento de populacdes resistentes do patdogeno (BARDIN;
HUANG, 2001; MUELLER et al., 2002).

No que diz respeito ao controle bioldgico de fitopatdgenos, de modo geral,
as bactérias dos géneros Pseudomonas e Bacillus conferem as plantas habilidade
de ativar genes envolvidos na sintese de compostos associados a formacéao de
barreiras fisicas e ou de mecanismos quimicos de defesa, a partir da producéo de
diversas proteinas que estdo envolvidas no processo de indugdo de resisténcia
(LEEMAN et al., 1996, KUMAR et al.,, 2012 a, b; DIAS et al., 2014, WU et al.,
2014). Além disso, promovem antagonismo direto, pela producdo de compostos
antimicrobianos, bem como, por competicdo por nutrientes, através da producao
de sideroforos (FERNANDO et al., 2007; BERRY et al.,, 2010). Desta forma,
bactérias biocontroladoras, especialmente aquelas que induzem resisténcia, se
destacam por possuirem um amplo espectro de acao, permitindo assim o controle
de diferentes doencas de um dado hospedeiro.

Muitos microrganismos tém sido descritos como agentes de controle
biolégico para S. sclerotiorum no feijdo e em outros hospedeiros Bacillus
amyloliquefaciens (ABDULLAH et al., 2008, WU et al., 2014) B. thuringiensis
(REMUSKA; PRIA, 2007) Pseudomonas putida (BARRA, 2008), P. fluorescens (LI
et al., 2011) Coniothyrium minitans (HUANG et al., 2000; LI et al., 2003),
Gliocladium roseum (HANNUSCH; BOLAND, 1996), Trichoderma virens (HUANG
et al., 2000), T. viride (HANNUSCH; BOLAND, 1996), T. harzianum (ILLIPRONTI;
MACHADO, 1993, MENENDEZ; GODEAS, 1998), Talaromyces flavus (MELO,
1998; HUANG et al., 2000). O uso destes biocontroladores tem levado ao controle
como reduzindo a doenca através da inibicdo de germinacdo de esclerédios e
inibicdo do crescimento micelial do fitopatdgeno (DE FIGUEIREDO et al., 2010;
WENTING et al., 2012).

Por outro lado, bactérias biocontroladoras, especialmente aquelas que
induzem resisténcia, podem apresentar um amplo espectro de acao controlando
diferentes doengas de um dado hospedeiro. Assim, diferentes isolados de
Bacillus, Pseudomonas e Rhodococcus séo descritos por controlar doencas do
feijdo como crestamento bacteriano comum (ZANATA et al., 2007), antracnose

(CORREA, et al., 2008), mancha angular, murcha do curtobactério, podrid&o
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cinzenta do caule, murcha de fusario (CORREA, et al., 2014) além do nematoide
das galhas (CORREA et al., 2012).

Considerando a capacidade destes isolados e das combinacdes de
controlar diferentes fitopatégenos do feijdo, este trabalho teve por objetivo avalia-
los para o controle de S. sclerotiorum a partir da microbiolizacdo de sementes de
feijao, por meio de bioensaios com folhas destacadas de feijao, bem como “in

planta” sob condi¢des parcialmente controladas.
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2.2 - MATERIAL E METODOS

2.2.1 - Isolados utilizados e sua manutencao

Os isolados bacterianos utilizados fazem parte da colecdo do Laboratério
de Bacteriologia Vegetal da Universidade Federal de Pelotas, selecionados para
biocontrole de doencas do feijao (ZANATTA et al., 2007; CORREA et al., 2008;
2012; 2014) (tab. 1).

Tabela 1- Identificacdo e habitat dos isolados bacterianos utilizados para o
biocontrole de Sclerotinia sclerotiorum

Isolados Identificacao* Habitat

DFs093 Bacillus cereus Solo

DFs348™ Bacillus sp. Folha de Cebola
DFs513 Pseudomonas veronii Tdnica de cebola
DFs769 B. cereus Vagem de feijao
DFs831 Pseudomonas fluorescens Solo rizosférico de feijao
DFs842 P. fluorescens Folha de feijao
DFs843 Rhodococcus fascians Folha de feijao
DFs912 R. fascians Folha de feijao

*Determinados por sequenciamento do gene 16S rDNA (dados ndo publicados), “Bactéria
utilizada somente em combinagéo

O isolado de S. sclerotiorum utilizado foi cedido pela Embrapa Clima
Temperado, laboratério Biofébrica, identificado por CPACT 522, isolado de folhas
de repolho.

A manutencdo dos isolados bacterianos e fungico foi realizada pelo
método de sub-culturas periddicas (DHINGRA; SINCLAIR, 1995) em meio 523
(KADO; HESKETT,1970) e BDA (Batata — Dextrose — Agar), respectivamente,

armazenados em geladeira a 4°C. A longo prazo, a preservacdo deu-se em agua
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estéril e em solo armazenados sob temperatura ambiente, e 6leo mineral sob
refrigeracdo em geladeira (ROMEIRO, 2007).

2.2.2 - Preparo das suspensdes bacterianas e microbiolizacdo das sementes

Isolados bacterianos (tab. 1) foram previamente cultivados em meio 523
(KADO; HESKETT, 1970) por 24 horas. Em seguida, foram preparadas
suspensdes com solucdo salina (NaCl 0,85%) para cada um dos isolados sendo
as concentracOes ajustadas para As4o= 0,50. Para as combinac¢des dos isolados,
foram utilizados 20mL de suspensdo de cada um dos isolados, cujas
concentracfes foram previamente ajustadas, constituindo as combinacdes CO1,
C02 e C03 a  partir dos isolados DFs093+DFs769+DFs831,
DFs093+DFs769+DFs842 e DFs769+ DFs831+DFs348, respectivamente.

Posteriormente, para cada isolado ou combinacéo, sementes de feijao do
cultivar BRS Valente foram imersas nas suspensofes e submetidas a agitacéo pelo
periodo de cinco horas sob temperatura de 10°C. Como testemunhas, foram

utilizadas sementes imersas em solugéo salina (NaCl 0,85%).

2.2.3- Plantio e conducéo do bioensaio

Apos a microbiolizacdo, foram semeadas cinco sementes em vasos com
capacidade para 1kg contendo substrato comercial ndo esterilizado, mantidos em
casa de vegetacdo climatizada. Apdés a emergéncia, o desbaste foi realizado

deixando-se trés plantas por vaso.

2.2.3.1 - Avaliacao do biocontrole do mofo branco em folhas destacadas

Apés, o pleno desenvolvimento do segundo trifélio das plantas de feijao, os
vasos foram levados ao laboratério, onde os trifdlios das plantas foram
destacados com uma tesoura, e distribuidos em bandejas plasticas (28 x 33 cm)
contendo em seu interior papel Germitest previamente umedecidos com 55 mL de
agua destilada esterilizada.

O isolado fangico foi cultivado em BDA sob temperatura de 25°C + 2°C por

10 dias, com fotoperiodo de 12 horas. Um disco de micélio de 5 mm de diametro
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foi inoculado no centro de cada foliolo dos trifélios destacados. O ensaio foi
conduzido sob condi¢cdes de temperatura favoraveis para o desenvolvimento de
S. sclerotiorum, a 25° £ 2°C em camara de crescimento, com fotoperiodo de 12
horas.

As avaliagBes foram realizadas 48, 72 e 96 horas apds a inoculagdo do
fungo, medindo-se o diametro das lesdes presentes nos foliolos (horizontal e
vertical) com o uso do paquimetro digital. Especialmente para o bioensaio II, além
do diametro das lesdes, mediu-se a largura das folhas.

Adicionalmente foram avaliadas, a presenca ou nao de lesbes necroticas,
nas nervuras secundarias (NS) e central (NC), bem como a formacao de micélio
(MI) do fungo sobre os foliolos, para avaliagcdo destas variaveis observou-se o

namero de horas apoés a inoculacao.

2.2.3.2- Delineamento experimental e andlises estatisticas

Foram executados dois ensaios com folhas destacadas (Bioensaio | e
Bioensaio Il), sob as mesmas condi¢cdes de incubacdo, mas desenvolvidos em
periodos diferentes. Para ambos os bioensaios, 0 delineamento experimental
empregado foi inteiramente casualizado, com 11 tratamentos (sete isolados
bacterianos, trés combinacdes e uma testemunha). Cada unidade experimental foi
representada por duas bandejas plasticas, cada uma, contendo cinco ou seis
trifélios, totalizando oito repeticdes para o bioensaio |, e seis para o bioensaio Il.
Todas as variaveis foram submetidas a analise de varidncia e a comparacgéo entre
as médias foram avaliadas por Scott Knott a 1% probabilidade. Utilizando-se o

programa estatistico Genes (CRUZ, 2006 a).

2.2.4 - Avaliacdo do biocontrole do mofo branco “in planta” em casa de

vegetacao

2.2.4.1 - Plantio e conducéo do bioensaio

Em casa de vegetacdo, quatro sementes de feijdo microbiolizadas
conforme descrito no item (2.2.2) foram semeadas em vasos plasticos contendo 1

Kg de substrato comercial ndo esterilizado. Apés a emergéncia, o desbaste foi
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realizado deixando-se duas plantas por vaso. Quando as plantas atingiram o
estadio V4 foram inoculadas.

2.2.4.2 - Obtencéo do inéculo

Esclerédios previamente produzidos e armazenados foram postos a
germinar em meio de cultura BDA, incubando-os sob temperatura de 23°C + 2°C,
no escuro por cinco dias. Apos este periodo, discos de micélio de 5 mm de
diametro foram retirados e transferidos para placas de Petri contendo BDA. Estas
placas foram incubadas sob mesmas condi¢bes por 36 horas. O crescimento
fungico ocorrido nestas placas foi entdo utilizado para retirada de discos de

micélio de 5 mm, os quais foram utilizados na inoculacéo das plantas de feijao.

2.2.4.3 - Inoculacgédo das plantas de feijao

A inoculacédo foi realizada em plantas de feijdo no estadio V4, mantidas
em casa de vegetacdo. Para tanto, cortou-se o peciolo do quarto trifolio a 2,5 cm
do quarto n6 (medido com régua milimetrada). Para a transferéncia do in6culo e
manutencdo da umidade, utilizaram-se ponteiras descartaveis de pipetadores
(1000 pL), cortadas de forma a eliminar a parte cénica (ficando com o maximo
diametro). Cada ponteira cortada continha na sua extremidade micélio de S.
sclerotiorum com 36 horas de cultivo. Estas ponteiras foram inseridas nos
segmentos de peciolo restantes de modo a colocar em contato o micélio fungico e
a planta, além de proteger o peciolo e manter a umidade neste ponto de contato
(PETZOLDT; DICKSON, 1996).

Entre o oitavo e décimo quarto dia apds a inoculacao, diariamente foram
avaliados o comprimento de lesdo e a severidade dos sintomas da infecgéo de S.
sclerotiorum, utilizando-se a escala de notas adaptada por Petzoldt e Dikson
(1996), em que: 1 = plantas sem sintomas; 2 = invasao do fungo além do sitio de
inoculacao; 3 = invasao do fungo proximo ao primeiro no; 4 = invasédo do fungo
até o primeiro ng; 5 = invasao do fungo além do primeiro né; 6 = invasao do fungo
préximo ao segundo no; 7 = invasdo do fungo até o segundo né; 8 = invasao do

fungo além do segundo n6; e 9 = morte da planta.
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2.2.4.4 - Delineamento experimental e analises estatisticas

Cada unidade experimental foi representada por um vaso contendo
duas plantas, em seis repeticdes dispostas inteiramente casualizadas.

A partir dos dados de severidade foram calculados o niumero de dias que
as plantas permaneceram vivas, percentual de plantas vivas ao término do ensaio
(14 dias ap6s a inoculacdo), numero de dias para a ocorréncia do maior
comprimento de lesdo e area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD).
AACPD foi calculada através da formula AACPD = %in-1 [ (xi+xi+1) x 0,5] x [ti+1-
til, onde, n € o niUmero de avaliagbes, X € a severidade da doenca e [ti+1-ti] € 0
intervalo de avaliacdes consecutivas.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e a comparacao de
médias por Scott Knott a 1% de probabilidade. Adicionalmente procedeu-se ao
calculo da dissimilaridade das variaveis pela distancia de Mahalanobis, da
contribuicdo relativa das variaveis para diferenca entre os tratamentos, das

variaveis canonicas.
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2.3 - RESULTADOS

Do processo da microbiolizacdo de sementes de feijdo com isolados
bacterianos utilizados individualmente e em combinacdes a partir de bioensaios
com folhas destacadas, no que se refere ao controle de S. sclerotiorum de modo
geral, os tratamentos ndo promoveram um controle efetivo, no entanto algumas
diferencas significativas foram observadas entre os tratamentos biocontroladores
e a testemunha em algumas variaveis dos bioensaios (bioensaio | e II).

No bioensaio | (tab. 2), observou-se uma tendéncia de reducdo dos
didmetros médios das lesbGes. Os tratamentos DFs831 e DFs93 apresentaram
lesbes menores apos 48 e 72 horas reduzindo em 33 e 18% ou 30 e 17%
respectivamente. No entanto, no bioensaio Il (tab.3), as menores lesbes
observadas apo6s 48 horas foram para as combinacdes C01 (13%); C02 (11%);
C03 (14%), tendéncias que se repetem apés 72 horas, C01(13%), C02(10%), C03
(11%) e de modo semelhante ao bioensaio | ndo houve diferenga significativa,
embora os valores mensurados no tratamento testemunha tenham sido os mais
elevados (tab. 3). A avaliacdo do diametro relativo da necrose em relacéo ao da
folha (C48 e C72) ndo mudou este panorama, mantendo ndo significativas as
diferencas observadas.

Por outro lado, as demais variaveis avaliadas resultaram em
comportamento diverso quando se consideram 0s dois bioensaios (tab.2 e tab.3).
Para a variavel o numero de horas onde ocorrem o colapso das folhas (HV),
houve diferenca estatistica no bioensaio Il (tab. 3) e o tratamento DFs842
manteve as folhas destacadas vivas por um periodo de 56 horas apés inoculagéo
do patégeno (16% a mais), diferenciando significativamente dos demais
tratamentos, enquanto que no bioensaio | (tab. 2) este foi o tratamento onde as
folnas apresentaram tendéncia contraria e permaneceram vivas por menos

tempo.
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Quando se considera a ocorréncia de necroses nas nervuras secundarias
(NS) e central (NC), percebe-se que o maior tempo para ocorréncia destas
necroses, acontece para 0s mesmos tratamentos dentro de um bioensaio. No
bioensaio | seis tratamentos foram estatisticamente significativos para NC (até
25% de aumento), embora apenas um deles (DFs843) tenha apresentado a
mesma tendéncia no bioensaio Il

Ao considerar ocorréncia de micélio sobre as lesdes, verificam-se
diferencas significativas somente no bioensaio | (tab.2), onde trés tratamentos
retardaram a formacdo de micélio sobre as lesdes (variando de 9 a 27% de
aumento). Destes, DFs843 e CO01 também aumentaram significativamente o
tempo para ocorréncia de necrose nas nervuras central.

Tabela 2 — Efeito da microbiolizacdo de sementes de feijdo com tratamentos
bacterianos no controle de Sclerotinia sclerotiorum a partir da
inoculacdo em folhas destacadas, bioensaio | mantidas em camara de
incubacédo a 25+2°C e fotoperiodo de 12 horas.

Tratamentos  L48"  L72"  HV™ NSns NC M|
DFs093 9,2 24,7 78,0 57,0 57,0° a 480 b
DFs513 104 257 840 48,0 480 b 720 a
DFs769 10,1 26,7 90,0 48,0 480 b 570 b
DFs831 8,8 243 84,0 57,0 570 a 570 b
DFs842 8,5 29,1 720 60,0 570 a 660 b
DFs843 11,9 298 840 51,0 600 a 840 a
DFs912 11,4 286 900 51,0 510 b 660 b

co1 124 306 840 51,0 570 a 750 a
C02 122 31,1 780 57,0 600 a 570 b
co3 11,8 292 720 51,0 51,0 b 660 b
Testemunha 132 298 90,0 48,0 480 b 660 b
CV (%) 339 240 243 18,8 19,8 23,3

‘Médias seguidas pela mesma letra mindscula nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 1% de
probabilidade. DFs93 - Bacillus Cereus; DFs348- Bacillus sp.; DFs513 - Pseudomonas veronii; DFs769- Bacillus
cereus; DFs831 - Pseudomonas fluorescens; DFs842 - Pseudomonas fluorescens; DFs843 - Rhodococcus fasciens;
DFs912 - Rhodococcus fasciens; CO01 (DFs093+DFs769+DFs831); C02 (DFs093+DFs769+DFs842); C03
(DFs348+DFs769+DFs831). L48 — diametro médio da lesdo 48 horas apds a inoculagdo; L72— diametro médio da
lesdo 72 horas apés a inoculagdo; HV — ndamero de horas que as folhas destacadas permaneceram vivas apos
inoculagdo; NS - numero de horas apos a inoculagédo para ocorréncia de necrose nas nervuras secundarias; NC -
nimero de horas apds a inoculagdo para ocorréncia de necrose na nervura central; MI- nimero de horas apés a
inoculagdo para ocorréncia de micélio sobre as lesbes
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Tabela 3 — Efeito da microbiolizacdo de sementes de feijdo com tratamentos
bacterianos no controle de Sclerotinia sclerotiorum a partir da
inoculacdo em folhas destacadas, bioensaio Il mantidas em camara
de incubacao a 25+2°C e fotoperiodo de 12 horas.

Tratamento L48" L72"s C48" C72"s HV NS"s  NC"'s  MI"s
DFs093 19,4 32,6 0,58 0,29 480" b 480 52,0 1080
DFs513 18,3 31,4 0,59 032 480 b 480 600 116,0
DFs769 18,5 32,1 0,58 032 480 b 480 56,0 1040
DFs831 18,6 30,4 0,52 032 480 b 480 480 1080
DFs842 18,2 30,7 0,60 039 560 a 480 56,0 120,0
DFs843 19,3 33,4 0,57 035 480 b 480 600 1120
DFs912 18,3 32,2 0,62 03 480 b 480 480 108,0

Co1 17,5 28,8 0,63 043 480 b 480 480 116,0
C02 17,9 29,9 0,57 034 480 b 480 56,0 1120
C03 17,2 29,6 0,60 038 480 b 520 72,0 116,0

Testemunha 20,1 33,1 0,53 029 480 b 480 480 1120

CV (%) 15,7 14,1 15,7 32,9 139 7,7 6,1 10,1

*Médias seguidas pela mesma letra minlUscula nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 1% de
probabilidade. DFs93 - Bacillus Cereus; DFs348- Bacillus sp.; DFs513 - Pseudomonas veronii; DFs769 — Bacillus
cereus; DFs831 - Pseudomonas fluorescens; DFs842 - Pseudomonas fluorescens; DFs843 - Rhodococcus fasciens;
DFs912 - Rhodococcus fasciens; CO01 (DFs093+DFs769+DFs831); C02 (DFs093+DFs769+DFs842); CO03
(DFs348+DFs769+DFs831). L48 — diametro médio da lesdo 48 horas ap6s a inoculacdo; L72— diametro médio da
lesé@o 72 horas ap0s a inoculacdo; C48 - Coeficiente de folha sadia apds 48 horas de inoculacdo; C72- Coeficiente de
folha sadia ap6s 72 horas de inoculagdo; HV — numero de horas que as folhas destacadas permaneceram vivas apos
inoculagdo; NS - nimero de horas apds a inoculagdo para ocorréncia de necrose nas nervuras secundarias; NC -
namero de horas apds a inoculagdo para ocorréncia de necrose na nervura central; MI- nimero de horas apés a
inoculacéo para ocorréncia de micélio sobre as lesdes.

De modo distinto, nos ensaios que objetivaram o biocontrole do mofo
branco “in planta” observou-se que para a maioria das variaveis houve diferencas
estatisticas. Adicionalmente os tratamentos com melhor desempenho foram
DFs769, DFs842, DFs912 e C03 para todos os aspectos avaliados (tab. 4).

Considerando as variaveis que mostram a sobrevivéncia das plantas
inoculadas com S. sclerotiorum, observou-se que quatro tratamentos (DFs769,
DFs842, DFs912, C03) resultaram em numero maior de dias em que as plantas

permaneceram vivas (DV) e maior percentual de plantas vivas (%V). Em média
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este grupo estatisticamente superior aumentou 11,4% o numero de dias e
quadruplicou o percentual de plantas vivas ao final da avaliacao (tab.4)

O numero de dias para a ocorréncia da estabilizacdo da expansdo da
lesédo (DML) variou pouco (8,2 a 10,6) ndo se observando diferencas estatisticas.
No entanto, houve variagdo no comprimento das lesdes, formando assim trés
grupos de tratamentos, sendo o de melhor desempenho formado pelos
tratamentos DFs912 e C03, com reducdo média da expansao da lesdo de 46%
(tab. 4).

A severidade, ao longo de seis avaliagbes mostrou-se crescente para
todas as plantas. No oitavo dia nenhum tratamento reduziu a severidade dos
sintomas do mofo branco. A partir de entdo (S9, S10, S11, S12), foi possivel
observar um grupo ao qual diferenciou-se dos demais, formado por até seis
tratamentos, destacando-se DFs769, DFs842, DFs912 e C03 superiores nestas
quatro avaliagbes. Deste modo o impacto sobre a severidade em dias individuais
(S8 a S13) refletiu no efeito acumulado (AACPD). Estando os tratamentos CO03,
DFs912, DFs842 os que apresentaram as maiores reducdes de AACPD para S.
sclerotiorum variando de 31,6 a 19,1%. Adicionalmente, a contribuicao relativa da
AACPD para as diferencas entre os tratamentos foi de praticamente 50%.

De modo geral, os tratamentos que reduziram o progresso do mofo
branco resultaram em maior massa seca (exceto DFs513 e DFs842), sendo que
os demais (C03, DFs912, DFs831, DFs842) os que proporcionaram incrementos

que variaram entre 167 a 49% (97,5% em média).



Tabela 4 — Efeitos da inoculacdo de Sclerotinia sclerotiorum em plantas de feijdo cultivar BRS Valente em casa de vegetacao, anteriormente

microbiolizadas com bactérias mensurados pelo nimero de dias apds a inoculacdo em que as plantas permaneceram vivas (DV),
percentagem de plantas vivas 14 dias apds inoculacédo (%V), comprimento da lesdo no ponto de inoculacédo (CL), nUmero de dias
onde ocorreu 0 maior tamanho de lesdo (DML), severidade 8, 9, 10, 11, 12 e 13 dias ap0s a inoculagéo respectivamente (S8, S9,
S10, S11, S12 e S13), area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), massa seca de plantas 14 dias apds a inoculacdo
(MS). Plantas conduzidas em casa de vegetacdo climatizada, inoculadas no peciolo da quarta folha trifoliolada pela técnica
desenvolvida por (Petzoldt; Dickson, 1996).

Tratamento DV %V cL DML" S8 S9 510 S11 S12__ S13™ _ AACPD MS

DFs093 93 b 0 b 41 a 8,4 79 a 80 a 80 a 88 a 90 a 90 4225 a 0567 b
DFs513 101 b 0b 30 a 9,0 58 b 62 a 63 b 72 a 74 b 77 3385 b 0524 b
DFs769 11,5 a 40 a 26 b 102 48 b 53 b 57 b 69 b 75 b 78 31,70 b 1288 a
DFs831 105 b 10 b 25 b 9,0 52 b 6l a 63 b 69 b 75b 77 3325 b 1587 a
DFs842 11,8 a 30 a 37 a 106 42 b 49 b 58 b 61 b 68 b 77 2955 b 1,057 b
DFs843 91 b 0 b 39 a 8,2 75 a 78 a 80 a 90 a 90 a 90 42,05 a 0539 b
DFs912 11,5 a 30 a 15 c 9,6 43 b 48 b 51 b 56 b 69 b 75 2830 b 1637 a
co1 101 b 10 b 25 b 9,0 61 b 66 a 7l a 75 a 84 a 86 3695 a 0663 b
o2 101 b 10 b 30 a 8,6 54 b 64 a 68 a 78 a 86 a 86 36,60 a 0776 b
co3 124 a 60 a 13 c 106 37 b 48 b 5L b 57 b 62b 66 2495 b 2301 a
Testemunha 10,3 b 10 b 26 b 8,8 58 b 6,4 a 6,9 a 76 a 84 a 86 36,50 a 0,862 b
Percentagem’ ;¢ 0,05 0,1 0,01 7,05 998 1058 10,05 8,03 421 46,82 0,03

contribuigcéo

CV (%)” 13,0 35,9 34,1 17,5 32,6 23,9 21,0 17,8 15,6 16,1 18,6 76,1

*Médias seguidas pela mesma letra minlscula nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 1% de probabilidade. DFs93- Bacillus Cereus; DFs348-Bacillus sp.; DFs513-
Pseudomonas veronii; DFs769 - Bacillus cereus; DFs831- Pseudomonas fluorescens; DFs842-Pseudomonas fluorescens; DFs843 - Rhodococcus fasciens; DFs912-Rhodococcus
fasciens;C01(DFs093+DFs769+DFs831); C02(DFs093+DFs769+DFs842); C03 (DFs348+DFs769+DFs831); “Contribuigéo relativa das variaveis para a diferenca entre tratamentos calculadas

segundo

Singh (1981) a partir da dissimilaridade dada pela distancia de Mahalanobis; **Coeficiente de variacao.
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A analise de variaveis canbnicas foi satisfatéria, uma vez que os trés
primeiros componentes retiveram, sozinhos, 82,15% da variacdo original (tab. 5).
Nesta analise a formacéo de grupos € um critério subjetivo (CRUZ, 2006 b), e,
como a visualizacdo de grupos de tratamentos bacterianos nao foi muito clara
(Figura 1), conjugaram-se esses resultados aos de andlise de grupamento

como recomenda, Liberato et al. (1995).

Tabela 5 — Estimativa de variancia associada as variaveis canonicas de biocontrole
em plantas de feijdo inoculadas com Sclerotinia sclerotiorum.
Plantas conduzidas em casa de vegetacdo climatizada, inoculadas no
peciolo da quarta folha trifoliolada pela técnica desenvolvida por
Petzoldt; Dickson (1996).

Autovalor Variancia (%) Acumulada (%)
2,060 45,93 45,93
1,056 23,54 69,48
0,568 12,67 82,15
0,344 7,68 89,84
0,173 3,86 93,70
0,127 2,84 96,55
0,107 2,40 98,96
0,025 0,56 99,52
0,013 0,30 99,83
0, 007 0,16 100

0,0 0 100
0,0 0 100

A analise de grupamento pelo método de Tocher formou trés grupos com
efeito biocontrolador distinto: DFs912 e C03 permaneceram no mesmo grupo,
DFs842 foi o Unico tratamento do seu grupo; e os demais tratamentos bacterianos

formaram o outro grupo (tab. 6).
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Tabela 6 - Tratamentos bacterianos agrupados pelo método de Tocher,
considerando valores gerados a partir de dados de severidade do
mofo branco em plantas de feijdo originadas de sementes
microbiolizadas com bactérias, mantidas em casa de vegetacdo
climatizada e cujos peciolos das quartas folhas foram inoculados
pela técnica desenvolvida por Petzoldt; Dickson (1996)

Grupo Tratamentos
1 93, 513, 769, 831, 843, C01, C02, testemunha
2 912, C03
3 842

DFs93 - Bacillus Cereus; DFs513 - Pseudomonas veronii; DFs769 - Bacillus cereus; DFs831- Pseudomonas
fluorescens; DFs842 Pseudomonas fluorescens; DFs843 - Rhodococcus fasciens; DFs912-Rhodococcus
fasciens; CO1(DFs093+DFs769+DFs831); C02(DFs093+DFs769+DFs842); C03 (DFs348+DFs769+DFs831).
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Figura 1 - Dispersédo grafica de onze tratamentos bacterianos em relacdo as trés

variaveis candnicas (VC1, VC2 e VC3). Valores gerados a partir de
dados de severidade do mofo branco em plantas de feijdo originadas de
sementes microbiolizadas com bactérias, mantidas em casa de
vegetacdo climatizada e cujos peciolos das quartas folhas foram
inoculados pela técnica desenvolvida por Petzoldt; Dickson (1996).
Testemunha (1); DFs93- Bacillus cereus (2); DFs513 - Pseudomonas
veronii (3); DFs769 - Bacillus cereus (4); DFs831- Pseudomonas
fluorescens (5); DFs842 -Pseudomonas fluorescens (6); DFs843 -
Rhodococcus fasciens (7); DFs912 - Rhodococcus fasciens (8); CO1
(DFs093+DFs769+DFs831) (9); C02 (DFs093+DFs769+DFs842) (10);
C03 (DFs348+DFs769+DFs831) (11).
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2.3.1- DISCUSSAO

O processo de selecdo de biocontroladores ndo é uma tarefa facil, portanto
h& que se buscar metodologias que viabilizem o estudo de grande numero de
microrganismos candidatos. Assim sendo, o desenvolvimento de bioensaios com
folnas destacadas consiste em uma alternativa viavel, por permitir diferentes
estudos, inclusive a selecdo de microrganismos com potencial de biocontrole de
doencas de plantas.

Neste sentido, experimentacdes com folhas destacadas ao longo dos anos
tém possibilitado selecdo agentes de controle bioldgico para o mofo branco. Como
por exemplo, Wu e colaboradores (2014) em ensaios com folhas destacadas de
canola, evidenciaram a capacidade Bacillus sp. em reduzir aproximadamente 85%
o mofo branco quando aplicado via pulverizacdo das folhas. Em soja, Zang e Xue
(2010), através de bioensaios via pulverizacdo de B. subtilis em folhas destacadas
observaram 90% de reducdo da severidade de sintomas causados por S.
sclerotiorum. Também com folhas destacadas de canola, oriundas de sementes
microbiolizadas por diferentes isolados de Pseudomonas e Bacillus, Sangiogo e
colaboradores (2014), observaram percentuais de biocontrole de S. sclerotiorum,
de até 100%.

O uso de folhas destacadas de feijao foi explorado por varios autores.
Usando desta estratégia foi possivel selecionar bactérias para o controle da
ferrugem do feijao (BAKER et al., 1983; CENTURION; KIMATI, 1994; MIZUBUTI et
al., 1995), bem como para o controle do crestamento bacteriano comum (ZANATA
et al., 2007).

As bactérias utilizadas no presente trabalho foram selecionadas
primeiramente para o controle de X. axonopodis pv. phaseoli partir de bioensaios
com folhas destacadas (ZANATTA et al., 2007). Estes autores puderam avaliar o

efeito dos biocontroladores por até 10 dias, ressaltando que as folhas



36

permaneceram verdes e tdrgidas ao longo deste periodo. No entanto, nos
bioensaios desenvolvidos no presente trabalho observou-se o rapido progresso da
infeccdo e consequente colapso das folhas de feijdo. Esta rapidez dificultou as
avaliacdes, ndo permitindo detectar diferencas significativas nos diametros das
lesbes formadas ao redor do disco de micélio de S. sclerotiorum. A avaliacdo de
outras variaveis associadas a infeccdo embora tenha resultado em diferencas
significativas, ndo apresentaram consisténcia de resultados quando se comparou
os bioensaios | e Il desenvolvidos com folhas destacadas.

No entanto, no ensaio in planta conduzido no presente trabalho, foi
possivel observar um comportamento significativamente distinto entre o0s
tratamentos. Adicionalmente, também se verificou consisténcia entre as variaveis,
uma vez que, quando comparado a testemunha cada tratamento apresentou
comportamento estavel para a maioria das variaveis avaliadas, isto é: ou
predominantemente era superior a testemunha, ou dominantemente similar.

Assim, foi possivel visualizar os tratamentos que se destacaram quando
se analisou individualmente cada variavel (comparacdo de médias), bem como
quando as variaveis foram condensadas (analises canbnicas e de agrupamento
por Tocher). Assim, individualmente os melhores tratamentos foram C03, DFs912
e DFs842, nesta ordem; e em conjunto, CO3 e DFs912 se equivaleram e DFs 842
se separou destes e dos demais tratamentos. De certo modo, os resultados
apresentados pelo tratamento C0O3 neste trabalho justificam-se por este consistir
em uma combinacdo de isolados Bacillus cereus (DFs769), Bacillus sp. (DFs348)
e Pseudomonas fluorescens (DFs831), espécies conhecidas pela capacidade de
biocontrole de diferentes doencas do feijdo e detentores de uma ampla variedade
de atividades antagonisticas (ZANATA et al., 2007; CORREA et al., 2008, 2012,
2014). Os mecanismos exatos pelos quais as combinacdes de microrganismos
proporcionam controle bioldgico de doencas ainda ndo sao totalmente entendidos,
embora existam algumas hipoéteses, incluindo o sinergismo através da acdo de
metabdlitos como antibidticos, antifungicos, enzimas hidroliticas (DUFFY;
WELLER, 1995, DUFFY et al., 1996, PIETERSEN et al., 2002).

Assim sendo, este resultado pode também ser explicado pela diversidade
de habilidades in vitro apresentada pelos isolados que compdem esta
combinacdo, os quais foram destacados em ensaios realizados por Corréa et al.

(2006) que demonstraram a capacidade destes isolados DFs769 e DFs831 para
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producdo de compostos associados ao parasitismo. Neste sentido, o uso de
combinacdes ao longo dos anos tem indicado ser um método eficiente e estavel,
por explorar a utilizacdo de isolados capazes de produzir diferentes compostos
envolvidos no biocontrole de doencas. Além disso, varios trabalhos sugerem que
a utilizacdo de combinacbes com agentes de biocontrole é mais eficaz para
patbgenos habitantes de solo do que o uso de um Unico agente (FUKUI et al.,
1994; PIERSON; WELLER, 1994, DUFFY et al., 1996).

Adicionalmente, Corréa et al. (2014) observaram que a combinacdo CO1
gue possui em comum dois dos trés componentes da combinacéo C03 (DFs769 e
DFs831) controlou importantes doengas do feijjao como mancha angular, murcha
de curtobacterium, podriddo cinzenta do caule, murcha de fusario, indicando ter
ocorrido efeito aditivo entre os diferentes isolados que compdem a combinacao.
Todos estes resultados reforcam a ideia de que o uso de combinagbes de
bactérias geralmente resulta em aumento da eficiéncia, e/ou estabilidade, e/ou
espectro de acdo dos biocontroladores, por explorar a diversidade de
mecanismos de acdo, que em conjunto estas possuem (GUETSKY et al., 2002;
BOER et al., 2003).

A utilizacdo de combinac¢des objetivando o biocontrole de S. sclerotiorum
tem demonstrado resultados promissores. Bahkali et al. (2014) destacaram a
utilizacdo de combinagdes diferentes de antagonistas T. hamatum e Streptomyces
griseovirides, além de C. minitans e S. griseovirides, estas foram capazes de
reduzir 100% a incidéncia da doenca em plantas de feijao. Neste mesmo trabalho,
a combinacdo de G. virens e P. fluorescens foi responsavel por reduzir 75% da
incidéncia de S. sclerotiorum quando comparadas aos controles.

Para outros fitopatdgenos o uso de combinacfes também tem se destacado,
Domenech e colaboradores (2006) em casa de vegetacdo observaram que a
combinacédo dos isolados de B. licheniformis, B. subtilis, B. amyloliquefaciens, P.
fluorescens promoveu biocontrole da murcha-de-fusario em tomate e o tombamento
de plantas de pimenta por Rhizoctonia, justificando seus resultados pela ocorréncia
de um efeito sinérgico entre os isolados. Tayal e colaboradores (2011), utilizando
combinacao de dois isolados fungicos e um bacteriano (T. viride/ Glomus fascilatum/
P. fluorescens) observaram que a combinacdo foi também responsavel por reduzir

94% da murcha-de-fusario do tomateiro.
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A combinacdo de agentes de biocontrole € uma op¢do que proporciona no
controle biolégico, maior estabilidade, devido ao espectro de acdo dos isolados
tornar-se amplo (BOER et al., 2003; GUETSKY et al., 2001; ELAD et al., 1994).
Diante do conjunto de resultados obtidos no presente trabalho, foi possivel observar
que alguns tratamentos bacterianos indicaram redugdes significativas do mofo
branco em plantas de feijdo, principalmente quando utilizados em combinagdes,
concordando com trabalhos anteriores que evidenciam os beneficios promovidos por
estes isolados quando utilizados em combinacdes. Além disso, observou-se neste
trabalho que a microbiolizagdo de sementes de feijdo com bactérias consiste em um
modo de aplicacdo eficiente para o controle biolégico de S. sclerotiorum, embora
ainda sejam necessarios estudos que demonstrem seu potencial em condi¢cdes de

campo.
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2.4 - CONCLUSOES

A microbiolizacdo de sementes de feijdo BRsValente com a combinacédo C03
e o tratamento DFs912 apresentaram potencial para o biocontrole do mofo branco,
em plantas de feijao.

Ha pouca relagdo entre os bioensaios in vitro e o ensaio “in planta” em

relacdo ao biocontrole do mofo branco por isolados bacterianos.
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CAPITULO I

CARACTERIZACAO BIOLOGICA DE ISOLADOS BIOCONTROLADORES
DE DOENCAS DO FEIJAO

3.1 - INTRODUCAO

A busca pelo biocontrole de fitopatégenos tem revelado uma gama de
agentes capazes de exercer diferentes mecanismos de acdo dentre bactérias
(ROMEIRO et al., 2000; LANNA FILHO et al.,, 2010; WU et al.,, 2014), fungos
(HUANG et al., 2000; MOHAMED; HAGGAG, 2006) e leveduras (ELAD et al., 1994).

Dentro deste contexto, as bactérias sdo responsaveis pelas atividades de
biocontrole que abrangem antagonismo, competicdo, inducdo de resisténcia.
Destaque para bactérias habitantes da rizosfera denominadas rizobactérias
promotoras de crescimento de plantas, também denominadas PGPR (KLOEPPER,;
SCHROTH, 1978). Entre as diferentes PGPR citam-se, Agrobacterium, Arthrobacter,
Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Chromobacterium, Erwinia,
Flavobacterium, Micrococcous, Pseudomonas e Serratia (BHATTACHARYYA; JHA,
2012; KUMAR et al., 2012 a). Os géneros Bacillus e Pseudomonas sdo 0s mais
estudados, por produzirem uma gama de compostos relacionados ao biocontrole de
diferentes fitopatdogenos (KUMAR; DUBE, 1992; ALAMRI et al., 2012; KUMAR et al.,
2012 a, b; OLIVEIRA et al., 2013).

Neste sentido, Bacillus spp. sdo descritas por agir significativamente por
antibiose, através da producdo de metabdlitos secundarios e geralmente também
por parasitismo e competicdo (EARL et al., 2008; XU et al., 2013), sendo as
espécies mais experimentadas B. amyloliquefaciens, B. cereus, B. licheniformis, B.
megaterium, B. mycoides e B. pumilus (YU et al., 2002, YANG et al., 2009).
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Dentre a diversidade de metabdlitos antifungicos produzidos por Bacillus
spp. encontram-se os lipopeptideos das familias da bacilomicina, mersacidina,
surfactina, iturina, fengicina, que embora possuam semelhancas estruturais, diferem
em alguns aspectos bioldgicos em relacdo a sua atividade (STEIN, 2005). Além
disso, estas espécies destacam-se também pela producdo de outros importantes
metabdlitos como &cido cianidrico (HCN), sideréforos (YU et al., 2010), enzimas
hidroliticas (SENTHILKUMAR et al., 2009).

De modo semelhante, Pseudomonas spp. também produzem importantes
metabdlitos tais como, sideréforos (YASMIN et al., 2012; HERNANDEZ et al., 2015),
enzimas como celulases, proteases, B — glucanases e quitinases (DOWLING;
O'GARA, 1994; THOMASHOW; WELLER, 1995; HAAS; D'EFAGO, 2005),
compostos toxicos (GUETSKY et al., 2001), além de antibiéticos fenazina,
fluroglucionol e pioluterina (WELLER; TOMASHOW, 1994: HERNANDEZ et al.,
2015), bem como podem ativar mecanismos de resisténcia (BAKKER et al., 2007;
BAKKER et al., 2013).

Por este motivo, estudos complementares in vitro sdo importantes pois
possibilitam conhecer os provaveis mecanismos de acao dos biocontroladores frente
a novos patogenos desafiantes (MARIANO et al., 1993; ALAMRI et al., 2012).
Alguns isolados avaliados neste ensaio destacam-se por controlar importantes
doencas do feijdo tais como crestamento bacteriano comum (ZANATTA et al., 2007),
antracnose (CORREA et al., 2008) mancha angular, podriddo cinzenta, murcha de
curtobacterium, murcha de fusario (CORREA et al., 2014). Além de, também ativar
mecanismos de defesa das plantas e induzir resisténcia sistémica (SILVA et al.,
2008).

Assim o0 objetivo do presente trabalho foi avaliar in vitro a produgdo de
compostos relacionados com o controle biolégico de S. sclerotiorum, por isolados

bacterianos selecionados para biocontrole de diferentes doencgas do feij&o.
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3.2 - MATERIAL E METODOS
3.2.1 - Isolados utilizados

Os isolados utilizados (tab. 7) pertencem a colecdo do Laboratério de
Bacteriologia Vegetal da Universidade Federal de Pelotas, reconhecidamente
capazes de exercer biocontrole de diferentes doencas do feijoeiro (ZANATTA et al.,

2007; CORREA et al., 2008; 2012; 2014).

Tabela 7 - Identificacdo dos isolados utilizados e respectiva procedéncia de

isolamento

Isolados Identificacao* Procedéncia
DFs093 Bacillus cereus Solo
DFs348 Bacillus sp. Folha de Cebola
DFs513 Pseudomonas veronii Tuanica de cebola
DFs769 Bacillus cereus Vagem de feijao
DFs831 Pseudomonas fluorescens Solo rizosférico de feijao
DFs842 P.fluorescens Folha de feijao
DFs843 Rhodococcus fascians Folha de feijao
DFs912 R. fascians Folha de feijao

* Determinada por sequenciamento do gene 16S rDNA (dados nado publicados).

3.2.2 - Avaliagcao da producédo de compostos relacionados ao biocontrole de

fitopatdbgenos e promocéao de crescimento de plantas (CRBCPC)

Foi avaliada a capacidade das bactérias biocontroladoras em produzir

enzimas hidroliticas e compostos antimicrobianos. Para tanto, foi utilizado um ou
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mais meios especificos para cada composto. Quando foram utilizados meios em
placas, estas foram vertidas 18 horas antes do uso e mantidas a 28°C para reducao
da umidade superficial, de modo a evitar o espalhamento excessivo dos isolados de
Bacillus. Nestas placas diferentes bactérias foram semeadas, em pequenos circulos,
trés isolados de Bacillus (DFs93/DFs348/DFs769), dois de R. fasciens
(DFs348/DFs912) e trés de Pseudomonas (DFs513/DFs831/DFs842). A estas
placas adicionou-se uma bactéria com atividade sabidamente positiva e outra
negativa, usadas como controles da avaliacéo.

Para cada avaliagdo foram utilizadas seis repeticdes, dispostas em
delineamento inteiramente casualizado. As avaliagcbes foram realizadas apos
diferentes tempos de incubacao, estabelecidos em funcdo do composto avaliado e
metodologia usada. Quando possivel, foram realizadas avaliacbes quantitativas
medindo-se os diametros das colonias (JC) e dos halos formados (JH) no meio em
dois sentidos diametralmente opostos, utilizando-se paquimetro digital. Neste caso,
os resultados foram expressos como diametro relativo de halo (JRH) calculado pela
seguinte formula: JRH= (OH - @C) / BC. As avaliagbes qualitativas foram
registradas como ocorréncia ou ndo, e caso positivo, também se determinou o

namero de horas para a visualizacdo do resultado positivo.

3.2.3 - Avaliacado da producéao de enzimas hidroliticas

3.2.3.1 - Hidrélise de carboidratos

Foi avaliada a capacidade de hidrolisar carboidratos estruturais (celulose,
glucana e quitina) e ndo estrutural (amido). Para avaliar a producédo de amilases, 0s
isolados foram semeados em placas de Petri contendo meio de cultura agar-amido,
logo incubados sob temperatura de 28°C, no escuro, por quatro dias. Passado esse
periodo adicionou-se solucéo lugol, por aproximadamente um minuto. A producéo de
amilases, foi verificada pela presenca de um halo de degradagédo ao redor das
colonias (MARIANO; SILVEIRA, 2005), registrando-se os diametros das coldnias e
dos halos formados no meio.

Para avaliacdo da producdo de enzimas celuloliticas, utilizou-se o meio de

cultura carboximetilcelulose (KASANA et al., 2008) incubando-se as placas
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semeadas sob temperatura de 28°C por dois dias. ApOs esse periodo, adicionou-se
solucdo lugol, por aproximadamente um minuto, e avaliou-se a producdo de
celulases, a partir da presenca de um halo translicido ao redor das colonias.
Posteriormente, os diametros das colonias e dos halos presentes no meio foram
mensurados.

Para avaliacdo da producdo de glucanases, utilizou-se o meio de cultura
MLN, usando como Unica fonte de carbono laminarina (B-1,3-glucano — SIGMA®)
(CATELLAN, 1999). As placas foram semeadas e incubadas a 28°C, por trés dias.
Para avaliacdo foi adicionada solugdao de vermelho Congo, e deixado em
temperatura ambiente por 90 minutos. A presenca de halo amarelo-alaranjado ao
redor das colbnias foi considerado positivo (+), havendo assim hidrélise de (3-1,3-
glucano.

Finalmente, para a producéao de quitinases dos isolados foi utilizado o meio
de quitina a 0,5 %, cuja Unica fonte de carbono foi a quitina (SIGMA®), de acordo
com a metodologia descrita por Cattelan (1999). As placas foram semeadas e
incubadas a 28°C, por 21 dias. A formacédo de halos de degradacdo ao redor das

coldnias foi considerado como resultado positivo (+).

3.2.3.2 - Hidrdélise de proteinas

Foi avaliada a capacidade proteolitica utilizando-se trés substratos
diferentes: caseina, esculina e gelatina. Para avaliacdo da capacidade de
degradacdo de caseina pelos isolados biocontroladores, testou-se 0 meio de cultura
Leite-Agar (MARIANO; SILVEIRA, 2005). Os isolados biocontroladores foram
semeados e incubados a 28°C, pelo periodo de seis dias. A avaliacdo da hidrolise,
foi realizada pela observacdo de alteracdo do meio, de leitoso para translicido
(SCHAAD et al., 2001), indicando o resultado positivo. Posteriormente, os diametros
das colbnias e dos halos presentes no meio foram mensurados.

Para verificar a hidrdlise de esculina os isolados foram semeados em placas
de Petri, e incubados sob temperatura de 28°C no escuro, por quatro dias. Para
observacéo dos resultados utilizou-se luz UV, a mudanca de coloracdo do meio de
fluorescente para escuro ao redor das col6nias, indicou a hidrolise de esculina. Em

razdo da formacdo difusa dos halos n&o foi possivel realizar mensuracdo destes,
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sendo atribuindo positivo para os isolados que apresentaram coloragcdo escura ao
seu redor, e negativo para aqueles que mantiveram a fluorescéncia.

A protedlise de gelatina foi avaliada em tubos de ensaio contendo 4 mL de
meio de gelatina (MARIANO; SILVEIRA, 2005). Apés incubacao sob temperatura de
28°C no escuro, 72 e 96 horas, foram realizadas as avaliagdes colocando-se 0s
tubos em geladeira por 30 minutos. Consistiram-se em reagdes positivas aquelas
onde o meio manteve-se sob forma liquida e, negativas, aquelas em que meio

solidificou.

3.2.3.3 - Hidrélise de lipideos

A producdo de lecitinases foi determinada semeando-se o0s isolados
biocontroladores no meio de cultura agar - nutriente adicionado de solucédo de gema
de ovo a 4%, e incubando-os sob temperatura de 28°C no escuro, por seis dias
(SCHAAD et al., 2001). A avaliacdo positiva foi baseada na presenca de halo de
degradacdo presente no meio ao redor das colonias. Posteriormente, os diametros
das colbnias e dos halos presentes no meio foram mensurados.

A capacidade lipolitica também foi avaliada utilizando-se o meio de cultura
de Tween 80 (FAHY; PERSLEY, 1983), ap0s incubacédo sob temperatura de 28°C no
escuro, por 6 dias. Como resultado positivo, observou-se o desenvolvimento de um
precipitado branco leitoso ao redor das colénias, o que indicou a capacidade do
biocontrolador de hidrolisar o lipidio Tween 80. Devido a formagédo de halo com
bordos irregulares e ndo nitidos a avaliacdo foi qualitativa (positivo ou negativo).

3.2.3.4 - Producdo de compostos antimicrobianos

Foi avaliada a producdo de alguns compostos frequentemente associados a
antibiose (compostos toxicos e ou com atividade inibitéria como aménia e
antibiéticos) e & competicao (sideréforos).

Para avaliar a habilidade dos isolados biocontroladores em competir por Fe*3
utilizou-se o meio King B + azul de cromoazurol (SCHWYN; NEILANDS, 1987). Os
isolados biocontroladores foram semeados nas placas, incubados a 28°C no escuro

por sete dias. A presenca de halo avermelhado ao redor das col6nias indicou que o
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biocontrolador foi capaz de quelar Fe*3. A avaliacdo desta capacidade foi
quantitativa.

A capacidade antibiética pela producdo de compostos ndo volateis foi
avaliada por confronto em placas contendo meio de cultura 523 (KADO; HESKETT,
1970) onde os isolados biocontroladores foram repicados e incubados a 28°C no
escuro por 72 horas. Posteriormente, discos de 5 mm de micélio de S. sclerotiorum
com 5 dias de cultivo foram dispostos no centro das placas, anteriormente repicadas
com os isolados biocontroladores. Como testemunha um disco de micélio foi
semeado no centro de uma placa contendo meio 523 (KADO; HESKETT,1970) sem
0 crescimento prévio dos isolados biocontroladores. As placas foram entéo
incubadas de acordo com as condi¢cdes de crescimento para S. sclerotiorum, ou
seja, temperatura de 25°C + 2°C no escuro. As avaliacdes ocorreram quando o
fungo da placa testemunha atingiu o bordo das placas. A presenca de halo de
inibicdo do crescimento micelial de S. sclerotiorum pela acdo dos compostos
produzidos pelos isolados biocontroladores, indicou antibiose, que foi determinada
de forma qualitativa.

A producdo de compostos toxicos foi determinada pela avaliagdo da
producdo de amoénia. Para tanto, os isolados biocontroladores foram repicados em
tubos de ensaio contendo 5 mL de caldo de peptona incubados em agitador orbital
com agitacdo continua. As avaliacbes foram efetuadas apdés 24 e 48 horas,
retirando-se aliquotas de 1000 pL dos cultivos e adicionando-se 100 pL de reagente
de Nessler (MARIANO; SILVEIRA, 2005). As avaliacbes foram qualitativas,
observando-se a ocorréncia (+) para aqueles isolados que formaram o precipitado

amarelo alaranjado, ou néo (-), para aqueles que mantiveram a coloracdo do meio.
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3.3 - RESULTADOS

De forma geral, todos os isolados foram capazes de produzir algum
composto que possa estar envolvido no controle biolégico de Sclerotinia
sclerotiorum. Todos os isolados apresentaram atividade hidrolitica, porém nos testes
utilizados nao foi possivel detectar producdo de quitinases e glucanases pelos
isolados (tab.8).

Dos oito isolados bacterianos avaliados, trés proporcionaram maior
diversidade de compostos envolvidos com controle biolégico DFs93, DFs348 e
DFs769 (B. cereus, Bacillus sp. e B. cereus) representando 72,5% dos compostos
avaliados, capazes de hidrolisar amido, celulose, além das proteinas caseina,
esculina e gelatina. De certo modo, destacaram-se também por hidrolisar lipideos
lecitina e Tween80, além de produzirem aménia, e sideroforos (exceto DFs93).

Por outro lado, DFs912 (R. fasciens) apresentou o maior coeficiente para
hidrolise de caseina em relacdo aos demais isolados avaliados, além de ter sido o
maior coeficiente apresentado entre todas as avaliacfes das atividades hidroliticas.
Porém néo foi capaz de hidrolisar carboidratos, no entanto este isolado indicou a
habilidade de hidrolisar caseina, esculina e Tween80. De modo semelhante, DFs843
(R. fasciens) hidrolisou amido, esculina e Tween80 (tab.8)

Os demais isolados avaliados DFs513, DFs831 e DFs842 (P. veronii, P.
fluorescens, P. fluorescens), destes dois foram capazes de hidrolisar proteases,
sendo DFs831 hidrolisou caseina, esculina e gelatina, enquanto que DFs842 apenas
esculina e gelatina. Considerando a hidrolise de lipideos DFs513 indicou ser capaz
de hidrolisar lecitina e Tween80, jA DFs831 apenas Tween80 e DFs842 lecitina.
Para nenhum destes isolados de Pseudomonas detectou-se hidrolise de
carboidratos (tab.8). De modo geral, considerando todas as atividades hidroliticas, a

que contribuiu com os maiores coeficientes nas avaliagdes foi a proteolitica.
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Considerando a producdo de compostos volateis, especificamente amoénia,
dos oito isolados testados apenas trés nédo foram capazes de produzir amonia
DFs831, DFs843 e DFs912 identificados por P. fluorescens, R. fasciens (tab.8). Em
relacdo a producdo de sideroforos destague para DFs348 e DFs769 os unicos
isolados que indicaram ser agentes quelantes de Fe*3, ambos pertencentes ao
género Bacillus.

Considerando a producdo de antibioticos, nenhum dos isolados avaliados
produziu compostos ndo volateis e hidrossollveis efetivos contra S. sclerotiorum, a

partir do confronto em placas de Petri.



Tabela 8 — Caracterizacao biolégica de isolados biocontroladores de doencas do feijao em funcdo da producdo de compostos
relacionados ao controle biolégico de Sclerotinia sclerotiorum.

Hidrolise de Carboidratos Hidrolise de Proteinas Hid_rQIise de Produgéo _de Compostos

Bactéria Lipideos Antimicrobianos
amido® celulose® glucana? quitina®> caseina® esculina® gelatina* lecitinal Tvggzen amonia* antibiose® sideréforos?

DFs093 2,532 2,487 - - 2,510 3 72 1,900 + 48 - -
DFs348 1,253 1,186 - - 1,104 2 72 1,256 + 24 - 1,928
DFs513 - - - - 2,112 - 96 2,134 + 24 - -
DFs769 2,653 2,126 - - 2,798 2 72 2,165 + 24 - 1,670
DFs831 - - - - 2,450 1 96 - + 28 - -
DFs842 - - - - - 1 72 1,958 - 24 - -
DFs843 2,687 - - - - 3 ; - + ; ; ;
DFs912 - - - - 3,204 2 - - + - - -
Controle 2,380 1,923 + + 2,373 2 24 1,51 + 24 NA +

1coeficiente entre diametro médio do halo e da col6nia em centimetros; 2avaliacBes qualitativas, resultados expressos como positivos (+) ou negativos (-);3avaliaces
qualitativas, expressas em intensidade relativa vaiando entre 1 e 3 ou negativos (-); “avaliacdes qualitativas, expressas em horas para observacéo dos resultados positivos
ou negativos (-). DFs93-Bacillus Cereus; DFs348 - Bacillus sp.; DFs769-Bacillus cereus; DFs513-Pseudomonas veronii; DFs831-Pseudomonas fluorescens; DFs842-
Pseudomonas fluorescens; DFs843 - Rhodococcus fasciens; DFs912-Rhodococcus fasciens.

49



50

3.3.1 - DISCUSSAO

Muitos trabalhos indicam a capacidade de producdo de diferentes
compostos por importantes agentes de controle bioldgico, inclusive para patdégenos
que infectam feijdo, como por exemplo, Deshwal (2012) detectou a producédo de
antibioticos, sideréforos e HCN por isolados de P. aeruginosa, compostos capazes
de inibir o crescimento micelial de S. sclerotiorum. De modo semelhante, mas com
isolados de B. subtilis, Jian et al. (2007) observaram inibicdo da germinacdo de
esclerodios e do crescimento micelial do mesmo patdgeno, sugerindo estarem
envolvidos antibioticos de tipo bacillomycin D, bacilysin, ericin, iturin, mersacidina,
mycosubtilin, sublancin, subtilina, subtilosin e surfactina. A producdo de sideréforos,
quitinases, B-1,3 e 1-4 glucanase, HCN, por isolados de Bacillus spp. da rizosfera de
feijdo também foi descrita por Kumar et al. (2012 a), associando esta capacidade a
promocdo de crescimento e inibicdo de diferentes fitopatdgenos, inclusive de S.
sclerotiorum.

Por outro lado, bactérias sdo capazes de controlar diferentes doencas do
feijdo quando usadas para microbiolizar sementes vem sendo descritas (ZANATTA
et al., 2007; CORREA et al., 2008, 2010, 2014). No entanto, pouco se conhece a
respeito da capacidade de producdo de compostos associados ao biocontrole que
estas bactérias possuem. Assim, estudos complementares in vitro sdo importantes
pois possibilitam conhecer os provaveis mecanismos de acdo dos biocontroladores
frente a novos patégenos desafiantes (MARIANO et al., 1993; ALAMRI et al., 2012).
Neste sentido o presente trabalho mostrou que os isolados estudados apresentam
diversificada capacidades de produgcdo de compostos, reafirmando o potencial
destes em controlar varios patogenos do feijdo, aspecto este observado ao longo
dos anos em ensaio in vivo (ZANATTA et al., 2007; CORREA et al., 2008; 2014).

Observou-se no presente estudo diversidade de compostos produzidos
por Bacillus spp., conhecidas por sua capacidade de sintetizar ampla gama de
compostos antimicrobianos (PHAE; SHODA, 1991; O'SULLIVAN; O'GARA, 1992,



51

DOWLING; O'GARA, 1994) e capacidade de formar enddésporos, estruturas de
resisténcia que conferem uma vantagem adaptativa para sobrevivéncia no filoplano
podendo resistir a dessecacdo e a acdo de radiacdo (WHIPPS, 2001;
GERHARDSON, 2002; LINDOW; LEVEAU, 2002). Adicionalmente, todas as
bactérias avaliadas apresentaram atividades proteolitica e lipoliticas. De um lado, a
protedlise tem sido considerada importante no controle biolégico de nematoides
(SHARON et al.,, 2001; BIN et al., 2005; KHAN et al.,, 2005) ja que algumas
pesquisas associaram a atuacao destas enzimas sobre as membranas envoltérias
de ovos e da cuticula de formas méveis de diferentes espécies de nematoides
(WESTCOTT,; KLUEPFEL, 1993; PADGHAM; SIKORA, 2007). De outro lado,
atividades lipoliticas, foram também associadas ao controle de fitonematoides
(WESTCOTT; KLUEPFEL, 1993).

Quando se consideram patdgenos produtores de esclerédios, como no
caso de S. sclerotiorum, que contém na sua composicdo além de proteinas e
lipideos, alguns carboidratos estruturais (TOURNEAU, 1979), € necessario entao
observar a importancia de outras enzimas liticas. Assim, glucanas e quitina, que séo
compostos majoritarios da parede de fungos (FEIFILOVA, 2010) e, celulose das
paredes de oomicetos (ALEXOPOULOS et al., 1996) sdo alvos estratégicos para a
atividade enzimética de microrganismos biocontroladores (ROMEIRO, et al., 2000;
DUFFY et al., 2003).

As bactérias avaliadas no presente trabalho apresentaram pouca ou
nenhuma atividade litica de carboidratos, assim sendo, o parasitismo de fungos
parece ndo estar associado ao biocontrole de doencgas fungicas observado por
diferentes autores quando usaram estas bactérias para microbiolizar sementes de
feijao (ZANATTA et al., 2007; SILVA et al., 2009 b; CORREA, et al., 2008, 2014).Por
outro lado, atividade celulolitica, observada nos isolados de Bacillus, aponta para
uma possivel atividade biocontroladora de oomicetos, onde estas enzimas atuariam
como degradadoras da parede celular (DUNNE et al., 1998). Além disso, a producédo
de celulases pode se tornar uma habilidade que confere vantagem competitiva para
0os biocontroladores quando em solos onde houve a incorporacdo de residuos
vegetais, uma vez que a celulose é o principal componente destes tecidos
(NAKASONE et al., 1999; KATO et al., 2004; BONANOMI et al., 2007). Nestes
casos, € possivel aventar que os biocontroladores apresentariam maior potencial de

sobrevivéncia.
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Considerando-se compostos antimicrobianos, os isolados aqui estudados
foram pouco expressivos. Embora a maioria tenha produzido amoénia, nao foi
possivel observar antibiose pelo pareamento destes com micélio de S. sclerotiorum,
nao se descartando a possibilidade de producdo de antibiéticos pelos isolados
bacterianos a partir da utilizacdo de outras metodologias, como liquido metabdlito ou
culturas submersas. Pois a capacidade de produgéo de compostos pelos isolados
bacterianos aqui avaliados ja é fato estabelecido, uma vez que, os mesmos foram
capazes de inibir o crescimento de outros patégenos do feijdo, tais como F.
oxysporum, F. solani, R. solani, S. rolfsii, S. sclerotiorum, bem como as bactérias
Curtobacterium flaccumfacens pv. flaccumfacens (CORREA, 2010) e Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli (SILVA et al.,, 2008), além do nematoide das galhas
Meloidogyne incognita (CORREA et al., 2012). No entanto, estes autores
observaram baixo percentual de biocontroladores efetivos para os diferentes
patégenos, e que a inibicdo do crescimento micelial ou bacteriano variou em funcéo
do isolado patogénico.

Adicionalmente, dois isolados de Bacillus (DFs348 e DFs769) produziram
sideréforos, compostos envolvidos na competicdo por ferro. O que confere a estas
bactérias o potencial de atuar no controle de fitopatégenos através da inducdo de
resisténcia, ou competicdo por nutrientes e ou ainda, promoc¢do do crescimento
devido a reducdo de microrganismos deletérios (BLOEMBERG; LUGTENBERG,
2001). Portanto, é possivel que a producao destes compostos esteja associada ao
biocontrole de patégenos do feijao, em especial a inducdo de resisténcia, uma vez
que estas bactérias biocontroladoras apresentam amplo espectro de acdo,
controlando patégenos foliares e caulinares quando distantes do patdgeno
(CORREA et al., 2014), bem como, S. sclerotiorum em folhas destacadas de canola
(SANGIOGO et al., 2014).

Os isolados aqui estudados foram capazes de produzir diversos compostos
associados a diferentes mecanismos de acdo do biocontrole de patdgenos de
plantas. Portanto, € possivel aventar que estes compostos potencialmente séo
produzidos quando na presenca da planta hospedeira e desta forma, responsaveis,
pelo menos em parte, pelo biocontrole jA observado in planta. Por fim, estes
resultados reafirmam o potencial de uso dos isolados aqui avaliados em programas

de controle bioldgico.
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3.4 - CONCLUSOES

Os isolados bacterianos avaliados possuem diversidade de producao de
compostos associados ao biocontrole de doencas.

Os isolados de Bacillus cereus (DFs93, DFs769) e Bacillus sp. (DFs348)
apresentaram maior diversidade para a producdo de compostos associados ao
biocontrole do mofo branco.



54

4 - CONSIDERACOES FINAIS

Sclerotinia sclerotiorum estd entre os mais destrutivos fitopatdogenos
habitantes de solo que acometem o feijao, sendo um dos principais fatores limitantes
de produtividade do grdo. A falta de cultivares resistentes de feijdo e métodos
alternativos eficazes para o controle da doenca torna o controle quimico o método
mais utilizado para o controle da doenca, promovendo com o passar dos anos 0
surgimento de populacdes resistentes do fitopatdgeno, além de aumentar custos de
producdo. Neste contexto, pesquisas por alternativas com alta eficiéncia, baixo custo
e impacto ambiental limitado € um desafio a ser vencido.

Claramente, a microbiolizacdo de sementes de feijdo com isolados
bacterianos, com reconhecido potencial de biocontrole para doencas do feijao,
indicou ser uma alternativa promissora para o controle de S. sclerotiorum. Através
dos resultados obtidos nos bioensaios e ensaio in planta foi possivel identificar que
os isolados bacterianos apresentam potencial de uso para controle biolégico deste
fitopatdgeno, pois alguns isolados destacaram-se de modo individualizado, mas
também por combinacBes. Ao mesmo tempo, também foi detectada in vitro a
producdo de importantes compostos pelos quais atuam de modo direto sobre S.
sclerotiorum, confirmando o amplo espectro de acédo e potencial de controle dos
isolados bacterianos aqui avaliados. De certo modo as experimentacdes realizadas
neste trabalho indicam um futuro promissor para a utlizagdo dos isolados
bacterianos no controle biolégico de S. sclerotiorum, embora ainda sejam
necessarios estudos que esclaregam melhor tais potencialidades dos isolados como
desenvolvimento de pesquisas a campo. Assim, a investigacdo destas
potencialidades passa a ser prioridade em futuros trabalhos a fim de tornar a
microbiolizagdo de sementes com bactérias de modo individualizado ou em

combinac¢des um método eficiente e viavel.
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