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RESUMO

Investigagdoes em casa-de-vegetacdo foram conduzidas para determinar a
eficacia de rizobactérias, isolados de Paenibacillus lentimorbus (MEN2) e Bacillus
subtilis (ALB629, UFLA285 ¢ UFLAI168*) no controle da murcha-de-
curtobacterium em feijoeiro, na promocdo de crescimento e nas respostas
bioquimicas da planta na presenga ou ndo do patdgeno, Curtobacterium
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff). Também foi avaliada a agdo das
rizobactérias em duas temperaturas no controle da doenga, colonizagdo da planta,
utilizacdo de diferentes fontes de C e N e antibiose. Sementes cultivar Pérola
inoculada artificialmente com Cff e tratadas com rizobactérias além de apresentarem
uma redugdo na severidade da murcha-de-curtobacterium (39,97 a 66,63%)
aumentaram a taxa de crescimento relativo (TCR), o peso seco da parte aérea (PSA)
e da raiz (PSR) das plantas. Em relagdo a promogdo de crescimento, o tratamento de
sementes com as rizobactérias na auséncia do patdgeno nao resultou em diferencas
quanto as variaveis TCR, PSA, PSR, indice de velocidade de emergéncia (IVE) e
estande final (EF). Para avaliar as respostas bioquimicas sementes de feijoeiro foram
tratadas com as rizobactérias (ALB629 ou UFLA285) na presen¢a ou nio de Cff e
semeadas. Ambas as rizobactérias e o tratamento com acibenzolar-S-methy (ASM)
promoveram aumento na atividade da PAL e teor de fendis soliveis totais na
auséncia do patogeno. Na presenga de Cff, ALB629 induziu o acumulo no teor de
fendis. UFLA285 e ALB629 na auséncia do patdogeno promoveram acumulo de
lignina enquanto que na presenca do patogeno UFLA285 e ASM proporcionaram
esse acimulo. Em relagdo a POX, as rizobactérias ndo induziram acumulo superior
a testemunha, seja para plantas inoculadas ou ndo. Para o estudo de colonizagdo da
planta, o mutante ALB629"" foi selecionado da populagio selvagem de ALB629 e
usado no tratamento de sementes artificialmente infectadas com Cff sob 20 °C e 30
°C. Verificou-se que ALB629%" reduziu a severidade da doenga em ambas as
temperaturas e foi eficiente colonizador do feijoeiro, entretanto essa colonizagdo foi
dependente da temperatura de cultivo. Quanto a utilizagdo de diferentes fontes de C
e N verificou-se que a ALB629 cresceu melhor na temperatura 30 °C, exceto no
meio contendo o aspartato onde ndo se verificou diferengas. O estudo de antibiose
revelou que todas as rizobactérias testadas (ALB629, UFLA285, UFLA168* e
MEN?2) inibiram o crescimento in vitro de Cff em ambas temperaturas 20 °C e 30
°C. Nos demais tratamentos (ASM, Agua e MCF) Cff cresceu normalmente. No
entanto, ndo foi verificado diferengas no didmetro de inibigdo da Cff pelas
rizobactérias nas duas temperaturas testadas. O uso de rizobactérias para o controle
da murcha-de-curtobacterium em feijoeiro ¢ discutido.

Palavras-chave: Tratamento de sementes. Protecdo de plantas. Controle
bioldgico. Rizobactérias. Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens.



ABSTRACT

Investigations under greenhouse conditions were conducted to determine
the effectiveness of rhizobacteria Paenibacillus lentimorbus (MEN2) and
Bacillus subtilis (ALB629, UFLA285, and UFLA168%*) strains in the control of
bacterial wilt in common bean, plant growth-promotion, and biochemical
responses of the plant in the presence or not of the pathogen, Curtobacterium
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff). It was also assessed the rhizobacteria
biocontrol at the two temperatures, plant colonization, use of different sources of
C and N and antibiosis. Bean seeds cv. Pérola artificially inoculated with Cff and
treated with rhizobacteria showed a reduction in the bacterial wilt severity
(39.97 to 66.63%) as well as an increase in the relative growth index (RGI),
shoot dry weight (SDW), and root (RDW) of the plants. In regard to growth
promotion, the seed treatment with rhizobacteria in the absence of the pathogen
did not result in significant difference in relation to the variables: RGI, SDW,
RDW, emergence speed index (SEI), and percentage seedling emergence (PSE).
To evaluate the biochemical responses bean seeds were treated with
rhizobacteria (ALB629 or UFLA285) in the presence or absence of Cff and
sowed. Both rhizobacteria and the ASM treatment promoted an increase in PAL
activity and total soluble phenolics without inoculation. Upon inoculation
ALB629 promoted an accumulation in the phenolics content. UFLA285 and
ALB629 without inoculation promoted a lignin accumulation while in the
presence of the pathogen UFLA285 and ASM induced that accumulation. In
relation to POX, the rhizobacteria did not induce an accumulation higher than
the control, both for plants inoculated or not. In the plant colonization study, a
mutant (ALB629%") was risen from the wild ALB629 population and used in the
treatment of artificially infected seeds with Cff at 20 °C and 30 °C. It was found
that ALB629" reduced the disease severity in both temperatures and it was an
efficient colonizer of bean plants, however that colonization was dependent on
the growth temperature. Regarding the use of different C and N sources it was
found that the ALB629 grew better in the temperature 30 °C, except for medium
containing the aspartate, where differences were not identified. The antibiosis
study revealed that all tested rhizobacteria (ALB629, UFLA285, UFLA168%*,
and MEN?2) inhibited the Cff growth in vitro at both temperatures 20 °C and 30
°C. The other treatments (ASM, Water, and MCF), Cff grew normally. However,
it was not identified differences in diameter of the Cff inhibition by rhizobacteria
at the two temperatures tested but all inhibited the pathogen growth. The
rhizobacteria use for the control of bacterial wilt is discussed.

Keywords: Seed treatment. Plants protection. Biological control. Rhizobacteria.
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens.
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1 INTRODUCAO

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) ¢ a leguminosa de cultivo mais
difundido no mundo, tendo grande importancia econdmica e social para o Brasil
(Chueire et al., 2003). A cultura esta implantada em praticamente todo o
territério nacional, ocupando lugar de destaque na constituicdo da dieta do
brasileiro, por ser, reconhecidamente, excelente fonte de proteinas e possuir bom
conteido de carboidratos complexos, ferro (Vieira et al., 2006), acido folico
(fonte de vitamina B), zinco, magnésio e potassio (CIAT, 2002).

Segundo dados do CONAB (2012), o Brasil ¢ o maior produtor e
consumidor mundial, com a producdo na safra de 2010/2011 de 3.767,5 mil
toneladas e uma area plantada de 4.005,4 mil hectares. Minas Gerais é o segundo
maior produtor do pais contribuindo com 401,3 mil toneladas o que representa
16% da produtividade nacional.

A cultura, tradicionalmente conduzida por pequenos agricultores na safra
de verdo nos ultimos anos, adquiriu alta rentabilidade, passando a ser cultivada
em diversas épocas do ano, principalmente em cultivos irrigados no inverno, por
grandes produtores e alta tecnologia (Uesugi et al., 2003). Entretanto, apesar de
todo o desenvolvimento tecnologico a cultura ¢ considerada de risco econémico,
devido a alta suscetibilidade as doengas e pragas e pouca tolerancia a seca e ao
frio. No Brasil, as doengas constituem-se em uma das principais causas da sua
baixa produtividade, podendo causar, dependendo das condigdes de ambiente,
perdas totais ou, inviabilizar determinadas areas para o cultivo (Vieira et al.,
2006). Além disso, existe uma tradicdo do uso de sementes proprias (Herbes et
al., 2008), que ¢ um dos grandes entraves ao incremento da produtividade
devido a disseminag@o de doengas. Em Minas Gerais, por exemplo, apenas 10%

da area sdo cultivadas com sementes fiscalizadas (Sena et al., 2008). Entre as
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doengas que afetam o feijoeiro as de origem bacteriana tem causado sérios
prejuizos.

Bactérias fitopatogénicas podem estar associadas as sementes, tanto as
infectando como as infestando. Como ndo hd um padrio tipico, pode uma
mesma bactéria estar associada as sementes nas duas formas,
concomitantemente. Portanto, a semente ¢ o principal veiculo de disseminagdo e
introdu¢do de bactérias fitopatogé€nicas em novas areas de cultivo, sendo essa, a
principal forma de transmissdo de Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens (Hedges, 1922; 1926; Collins & Jones, 1983) (Cff), agente da
murcha-de-curtobacterium no Brasil. A doenga foi detectada pela primeira vez
no pais em 1995 (Maringoni & Rosa, 1997) e, mesmo sendo recente, tem trazido
grande preocupagdo aos pesquisadores e produtores em véarios estados
brasileiros (Leite et al., 2001; Maringoni, 2002, Uesugi et al., 2003; Theodoro e
Maringoni, 2006).

Apesar disso, at¢ o momento ndo existe nenhuma cultivar imune a
bactéria, embora ja se tenha encontrado algumas cultivares com diferentes graus
de tolerancia ou resisténcia (Hsich et al., 2005; Souza et al., 2006; Krause et al.,
2009; Valentini et al., 2010). Em relacdo ao controle quimico, ndo ha registro até
o momento de produtos quimicos registrados contra o patégeno.

Por outro lado, as rizobactérias apresentam um potencial para serem
usadas no manejo de doengas bacterianas e sua aplicagdo via tratamento de

sementes pode erradicar e/ou controlar o progresso da doenga.

2 OBJETIVOS

Determinar o potencial de isolados de rizobactérias como promotoras de
crescimento de plantas de feijio e no controle da murcha-de-curtobacterium

através do tratamento de sementes;
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Determinar respostas bioquimicas do feijoeiro tratado com rizobactérias
na presenca ou ndo de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens;
Estudar o crescimento de uma rizobactéria selecionada cultivada em

diferentes fontes de C e N, colonizagdo do feijoeiro e controle da doenga a 20 °C
e 30 °C.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Murcha-de-curtobacterium

No Brasil ha registros de ocorréncia de diferentes bacterioses no
feijoeiro: crestamento bacteriano comum, crestamento bacteriano aureolado,
fogo-selvagem e murcha-de-curtobacterium que tem como agentes etiologicos
respectivamente, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (= X. campestris pv.
phaseoli) (Robbs, 1954); Pseudomonas savastonoi pv. phaseolicola (= P.
syringae pv. phaseolicola) (Costa e Paradela, 1972); P. syringae pv. tabaci
(Ribeiro et al., 1980) e Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff)
(Maringoni & Rosa, 1997). Destas, apenas o crestamento bacteriano comum e,
recentemente, a murcha-de-curtobacterium possui importancia no pais.

A murcha-de-curtobacterium causada por Cff é considerada uma das
doencas bacterianas mais prejudiciais & cultura. A doenga que atualmente se
encontra amplamente difundida (CABI/EPPO, 1999), ainda ¢é considerada
quarentenaria em muitos paises (Hsieh et al., 2004). O patogeno ¢é capaz de
causar severas perdas na producdo como ja ocorreu nos Estados Unidos
(Thomas & Graham 1952; Dowson 1957; Coyne & Schuster 1979; Venette et al.
1995), onde ha relatos de até 90% de queda na produgdo (Hedges, 1926). Pais
este onde a doenga foi detectada pela primeira vez em Dakota do Sul (Hedges
1922), sendo posteriormente constatada em outros estados como Michigan,
Virginia, Mayrand, Montana e Columbia (Hedges, 1922; 1926; Dowson, 1957
Coyne & Schuster, 1979; Venette et al., 1995). A doenca também foi detectada
em alguns paises europeus, bem como na Australia, Canada, México e Colombia
(COSAVE, 2003). Desde o seu surgimento, em 1922, a Cff foi considerada um
dos patogenos mais importantes do feijoeiro, causando perdas totais em alguns

anos (COSAVE, 2003).
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No Brasil, Cff era considerada praga quarentenaria, sendo que em 1995
sua ocorréncia foi relatada no estado de S@o Paulo por Maringoni & Rosa (1997)
e, a partir dai, tornou-se de importancia emergente para o cultivo do feijoeiro em
diferentes regides. Apesar de ser um patdgeno relativamente recente no pais,
esta se disseminando rapidamente para as regides produtoras de feijao. Ha
relatos de até 46,7% de queda na producdo (Miranda Filho, 2006). Atualmente,
ha relatos de que a Cff tem ocorrido com frequéncia em lavouras de feijoeiro nos
Estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Parana, Santa Catarina, Distrito Federal e
Goias causando grandes problemas a cultura (Leite et al., 2001; Maringoni,
2002, Uesugi et al., 2003; Theodoro e Maringoni, 2006). Na (Figura 1) pode se

observar a distribui¢do geografica de Curtobacterium flaccumfaciens pv.

flaccumfaciens no mundo.

180°W ?Sd‘W‘ 12(;'\.\‘ QOEW B0"W 3w 0E 0'E E0'E 90|‘E ‘ZE'E IS!ITE 180°E

Figura 1 Modificado de Distribuicdo geografica de Curtobacterium
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Fonte: BRADBURY, 1986;
COMMONWEALT, 1992; MARINGONI ¢ ROSA, 1997)
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No Estado de Sdo Paulo, tem-se o conhecimento da ocorréncia
sistematica de focos de epidemias da murcha-de-curtobacterium em lavouras
conduzidas na regido do Vale do Paranapanema (Maringoni, 2000). Em Santa
Catarina nas safras 2002/03 e 2003/04, Theodoro & Maringoni (2006)
verificaram que a doenca esteve presente nos municipios de Campos Novos,
Faxinal dos Guedes, Guatambu, Ipuacu, Ponte Serrada e Tigrinhos. Em cultivos
comerciais no Distrito Federal (PAD — DF), Cabeceiras (Goias) e Buritis (Minas
Gerais), a presenca da bactéria foi constatada em 100% das propriedades
levantadas nos anos de 2004 ¢ 2005 (Miranda Filho, 2006).

Segundo Maringoni & Rosa (1997), a murcha-de-curtobacterium pode
estar ocorrendo hd muito tempo na cultura do feijio no Brasil e, devido a
similaridade de sintomas com a murcha-de-fusarium, causada por Fusarium
oxysporum f.sp. phaseoli, ter sido confundida e ndo percebida anteriormente. De
acordo com Hedges (1922, 1926), em alguns casos, pode-se também confundir
as colonias amarelas de Cff com as de X. axonopodis pv. phaseoli o que dificulta
o correto diagnostico da doenga, importante etapa para o controle.

Segundo Saettler, (1991), a murcha-de-curtobacterium ¢ favorecida
por temperaturas acima de 32 °C e o maior desenvolvimento da doenca
ocorre a 37 °C.

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens ¢ uma bactéria gram-
positiva e as colonias apresentam formato circular, bordos lisos, planas ou
levemente convexas e de aspecto brilhante, com colorac¢do variando de amarela a
laranja, conforme as caracteristicas descritas para o género (Romeiro, 2005).
Segundo Alam et al. (1996), a cor tipica das colénias de alguns patégenos pode
ou ndo ser influenciada pelos solutos osmdticos nos diferentes potenciais
hidricos, concordando com os resultados obtidos por Deuner (2007), em que a
cor original de cada isolado de Cff ndo foi alterada. No caso de sementes

contaminadas internamente, as mesmas podem apresentar coloracdo amarelada,
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laranja ou purpura, como consequéncia do crescimento bacteriano e se tornarem
enrugadas (Tegli et al., 2002).

A principal forma de disseminag@o de Cff ¢ por sementes contaminadas
oriundas de plantas doentes, ndo sendo disseminada por chuva e agua de
irrigagdo por ficar internamente nos tecidos vasculares. No entanto, dissemina-se
rapidamente apo6s chuva de granizo devido aos ferimentos causados. A bactéria
pode penetrar na auséncia de chuvas, ndo sendo observada a penetragdo via
estomato.

A doenga inicia-se com a seca de foliolos apicais, com posterior
amarelecimento e murcha total das folhas (Bianchini et al., 2000). Uma vez na
planta, Cff coloniza os tecidos vasculares (Hedge, 1926) causando murcha e
flacidez das folhas. Ocasionalmente, esse sintoma tipico de murcha pode
progredir para manchas amareladas e posteriormente necroticas, muito
semelhantes ao crestamento bacteriano comum causado por X. axonopodis pv.
phaseoli (EPPO/CABI, 1996), no entanto a lesdo marginal ¢ mais irregular em
Cff, (Figura 2).

Em geral, a planta inteira morre antes de apresentar o primeiro grupo de

folhas trifoliadas totalmente desenvolvidas.
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Figura 2 Sintomas de murcha-de-curtobacterium em feijoeiro
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Na literatura existem poucos relatos sobre praticas de controle dessa
doenca. Trabalhos foram desenvolvidos visando selecionar fontes de resisténcia
em feijoeiro a Cff, no final da década de 1950 e inicio da de 60, relatado por
Deuner (2007). Apesar disso, at¢ o0 momento ndo existe nenhuma cultivar imune
a bactéria, embora ja se tenha encontrado algumas cultivares com diferentes
graus de tolerdncia ou resisténcia (Maringoni 2002; Hsieh et al., 2005; Souza et
al., 2006; Krause et al., 2009). Em relacdo ao controle quimico, ndo hé registro
de nenhum produto contra o patégeno.

Além de sobreviver em semente mantida a temperatura ambiente por até
24 anos (Burkholder, 1995), a bactéria também ¢ capaz de sobreviver no solo.
Miranda Filho (2006) verificou que pelo menos durante dez meses, a bactéria se
manteve viavel e foi capaz de infectar as plantas de feijoeiro em uma area de
cultivo de feijdo sob pivd central com alta ocorréncia da bacteriose.

Portanto, as medidas de controle até o momento recomendadas para a
essa doenga sdo o uso de sementes sadias (Herbes et al., 2008; Venette et al.,
1995).

Para assegurar a sanidade de sementes, além dos testes de detecgdo, é
importante se determinar formas de tratamento que assegurem a introducao da
bactéria na area. Para tanto, os tratamentos fisico, quimico e bioldégico podem
ser usados.

Até o presente, ndo ha nenhum tratamento fisico ou quimico de sementes
recomendado para feijao para erradicacdo desta bactéria, mas existem relatos de
tratamento bioldgico com rizobactérias com potencial para ser usado no controle
desta bacteriose (Hsieh et al. 2005; Huang et al. 2007).

Rizobactérias estdo entre as estratégias de controle de doengas
potencialmente uteis (Medeiros et al., 2009a). Uma vez que as rizobactérias
colonizam os tecidos da planta, o controle bioldgico de patégenos pode ser

resultante da combinacdo de varios mecanismos, incluindo competicdo por
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nutrientes e espago, antibiose e indugdo de resisténcia (Ramamoorthy et al.
2001). Estas bactérias potencialmente controlam a murcha-de-curtobacterium
em feijdo. Até o momento, o isolado endofitico LRC 8311 de Pantoea
agglomerans (Hsieh et al. 2005) e Rhizobium leguminosarum bv. viceae R21
(Huang et al. 2007), reduziram efetivamente a incidéncia e severidade da
murcha-de-curtobacterium e promoveram aumento no crescimento das mudas de
feijao.

Ambos os trabalhos de prospecgdo de agentes de controle biologico da
murcha-de-curtobacterium nao resultaram em produtos disponiveis aos
agricultores e, portanto ainda ndo sdo uma tecnologia recomendavel para o
manjo da doenga. O uso de bactérias endosporogénicas para o manejo de
doencas tem mais chances de resultar em um produto disponivel aos agricultores
pela maior facilidade de sobrevivéncia sob condigdes ambientais adversas e
maior facilidade na obten¢do de um bioproduto (Medeiros, 2009b).

Dentre as condi¢des ambientais desafiantes para o patdgeno, estdo as
diferentes temperaturas em que o feijdo pode ser cultivado. Em Minas Gerais,
por exemplo, o feijdo pode ser cultivado em trés épocas diferentes: aguas
(outubro a dezembro), seca (janeiro a mar¢o) e inverno (maio a julho). Um
tratamento de sementes com agentes bidticos tem que ser capaz de manter a
eficiéncia de controle independente da condi¢do de plantio predominante.

O crescimento das rizobactérias e a eficiéncia no controle também
podem variar em func¢do da fonte de carbono e nitrogénio e sua combina¢do com
a temperatura. Essa variagdo pode estar relacionada a dindmica de crescimento
em cada fonte, a temperatura ou uma combinagdo de ambos (Nihorimbere, et al.,

2009).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Isolamento de Cff

O isolado de Cff utilizado neste estudo pertencente a colegdo de
fitobactérias do Laboratério de Bacteriologia de Plantas da Universidade Federal
de Lavras e é proveniente do Estado de Santa Catarina (Deuner, 2007). Esse
isolado se encontra preservado em peptona glicerol a -80 °C (Lazo & Gabriel,
1987) e em material vegetal herborizado. Na realizacdo dos ensaios, o isolado
foi repicado para meio 523 (Kado e Heskett, 1970) pelo método de estrias
paralelas e incubado a 28 °C, por 48h. Em seguida, as células foram colhidas da
superficie do meio e transferidas para meio 523 (Kado e Heskett, 1970) liquido ¢
cultivado por 24 h em mesa agitadora orbital a 150 rpm e 28 °C. Desse meio
liquido, 100 pL da suspensdo bacteriana do isolado foram plaqueados em placas
de Petri de 9 cm de didmetro, contendo 20 mL do meio de cultura CNS (Schaad
et al., 2001) acrescido de manitol na propor¢do de 30 g/ de meio, espalhadas
com alga de Drigalski esterilizada ¢ incubados por 48 h a 28 °C. Decorrido o
periodo de incubagdo, procedeu-se a inoculacdo com restricdo hidrica, em
condi¢des assépticas, das sementes desinfestadas, colocando-se 50 sementes por
placa. As sementes permanecem em contato com o indculo por 24 horas, em

BOD, a temperatura de 28 °C.

4.2 Isolados de rizobactérias

Os isolados selecionados para o controle da murcha-de-curtobacterium
via tratamento de sementes infectadas por Cff foram: Bacillus subtilis ALB629
(Mars Center for Cocoa Science, Itajuipe, BA) endofitico de caule de cacau,

Paenibacillus lentimorbus MEN2 (Universidade Federal Rural de Recife,
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Recife, PE - Rosa Mariano) endofitico de meldo e Bacillus subtilis UFLA285,
UFLA168*, UFLA246, UFLA373, UFLA116 ¢ UFLA29 (Universidade Federal
de Lavras, Lavras, MG - Ricardo M. Souza) endofiticos de algodoeiro das
principais regides produtoras de algoddo do Brasil (Medeiros et al., 2008;
Medeiros, 2009b). Estes isolados foram previamente selecionados para o
controle de doencgas do algodoeiro (Medeiros, 2009b). Esses 8 isolados foram
submetidos a um screening sendo que 4 se destacaram no controle da doenga:
ALB629, MEN2 UFLA285 ¢ UFLA168*. Portanto os melhores agentes foram

novamente testados contra a doenga e na promogao de crescimento.

4.3 Tratamento de sementes com rizobactérias

Ao fim do periodo de exposi¢do das sementes ao inoculo de Cff pela
técnica de restricdo hidrica, foi realizado o tratamento das sementes com as
respectivas rizobactérias e agua e oxicloreto de cobre como testemunhas. Os
isolados selecionados e preservados em peptona glicerol a -80 °C (Lazo &
Gabriel, 1987) foram transferidos para o meio de cultura agar nutriente pelo
método de estrias paralelas e incubados por 48 h a 28 °C. Apds o periodo de
incubagdo as células foram colhidas da superficie do meio, transferidas para o
meio caldo-nutriente e cultivadas por 48 h em mesa agitadora orbital a 150 rpm
e 28 °C. Em seguida, a concentra¢do de endosporos foi ajustada em camara de
Neubauer a 10* endésporos/mL para o tratamento de sementes. As bactérias
endosporogénicas possuem consideravel plasticidade fenotipica, garantida pelo
crescimento desde 15 °C até 60 °C e formacdo de endosporos que lhes permitem
sobrevivéncia além destes limites de temperatura, na escassez de nutrientes ou
agua (Lamanna, 1940) e crescimento rapido eventualmente sob condi¢des
anaerdbicas (Schisler et al., 2004). Sementes da cultivar Pérola foram

microbiolizadas com os antagonistas na dosagem de 2 mL/g de semente,
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previamente desinfestadas (alcool 70% por 30 segundos, hipoclorito de soédio

05% por 10 min), secas ao ar a temperatura ambiente por 12 horas.

4.4 Rizobactérias na promocdo de crescimento em feijoeiro

Dentre as variaveis para determinar o efeito de rizobactérias sobre o
desenvolvimento do feijoeiro foram analisadas germinagdo, crescimento,
acumulo de matéria seca e analise foliar.

Os ensaios foram realizados em casa-de-vegetacdo da Universidade
Federal de Lavras, DFP/UFLA, municipio de Lavras, Minas Gerais, Brasil
(915m altitude média, 21°13°34°’S e 44°58°31°°0).

O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso com 4
repeticdes por tratamento, sendo cada repeticdo representada por 10
plantas/vaso. Sementes da cultivar Pérola foram microbiolizadas como descrito
anteriormente. Em seguida foram semeadas em vasos de 5 litros contendo
substrato preparado com terra e areia na propor¢do de (2:1), respectivamente.
Cada ensaio foi repetido por trés vezes.

Duas variaveis foram consideradas para medir o efeito das rizobactérias
na germinagdo: o indice de velocidade de emergéncia (IVE) e o estande final
(EF).

Para o IVE, diariamente a partir do 5° e até o 12° dia apds o plantio (DAP)
avaliou-se a germinagdo. A partir destes dados foi calculado o IVE pelo
somatério dos quocientes resultantes entre o nimero total de plantas emergidas a
cada dia e o niumero de dias decorridos da semeadura (Teixeira & Machado,
2003). No ultimo periodo considerado (12 DAP) avaliou-se o estande final para
o calculo da porcentagem germinacdo. Ambas as variaveis (IVE e germinagéo)
foram submetidas a analise de varidncia e as médias comparadas pelo teste de

Tukey (p<0,05).
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Aos 12, 15, 18, 21, 24 DAP realizou-se a avaliagdo de altura de plantas,
medindo-as a partir da inser¢do do cotilédone até a gema apical. A partir dos
dados de altura de plantas foi calculada a taxa de crescimento relativo (TCR)

pela formula:

TCR =X (LnP2 - LnP1), onde:
t2-tl

Ln € o logaritmo natural; P2 e P1 representam os parametro de altura obtidos nos
tempos t2 (tempo final) e tl (tempo inicial), respectivamente. Segundo
(Guimaraes, 1994).

No 24° DAP, todas as plantas foram cortadas, as raizes extraidas e
separadas da parte aérea. Ambas as partes de cada uma das plantas foram
armazenadas em sacos de papel e em seguida levadas a estufa onde
permaneceram a 70 °C por 72 h até peso constante. Em seguida, pesou-se a parte
aérea e a raiz obtendo-se respectivamente, as variaveis: peso seco da parte aérea
(PSA) e peso seco da raiz (PSR) as quais foram submetidas a andlise de
variancia e, para efeitos significativos, as médias foram comparadas pelo teste
de Tukey (p<0,05).

Uma vez registrado o PSA, foi determinado o conteudo de macro e
micronutrientes para cada tratamento. As amostras de plantas secas foram
enviadas ao Laboratorio de Quimica da UFLA. Os dados de teor de nutrientes
foram submetidos a analise de varidncia e, para efeitos significativos, as médias
foram comparadas pelo teste te Tukey (p<0,05).

Para verificar a consisténcia dos resultados, todos os ensaios foram

repetidos por trés vezes.
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4.5 Rizobactérias no controle da murcha-de-curtobacterium

Os isolados de rizobactérias descritos anteriormente foram testados em
condicdes de casa-de-vegetagdo para o controle da murcha-de-curtobacterium e
como promotores de crescimento na presenga do patégeno. As sementes foram
microbiolizadas com os antagonistas (10® endésporos/mL) citados anteriormente
na dosagem de 2 mL/g de semente previamente inoculada com Cff como
descrito anteriormente.

A emergéncia das plantulas foi avaliada diariamente e os dados usados
para calculo do IVE e EF, semelhante ao descrito anteriormente.

Aos 12, 15, 18, 21, 24 DAP foi realizada a avaliagdo da altura das
plantas e da severidade da murcha-de-curtobacterium de acordo com a escala de
Hsieh et al., (2003), onde 0 = sem sintomas, 1 = murcha em uma das folhas
primarias, 2 = murcha em ambas folhas primarias mas n3o nos primeiros
trifélios, 3 = murcha nos primeiros trifolios, 4 = morte de plantulas depois do
desenvolvimento das folhas primarias e 5 = ndo emergéncia de plantulas ou
morte de plantulas antes do desenvolvimento das folhas primarias. Para a analise
do biocontrole os dados de severidade da doenga foram transformados de acordo
com o indice de McKinney (1923) para calculo da area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD) (Shaner & Finney, 1977). Para a avaliacdo da
promogao de crescimento foram calculados o indice de velocidade de
emergéncia (IVE), estande final (EF), taxa de crescimento relativo (TCR), peso
seco da parte aérea (PSA) e do peso da raiz (PSR). O PSA e¢ o PSR foram
obtidos no 24 DAP conforme descrito anteriormente. Os experimentos foram

repetidos trés vezes para verificar a consisténcia de resultados.
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4.6 Caracterizacdo dos mecanismos bioguimicos envolvidos na resposta de

defesa

Dois outros ensaios foram montados em casa-de-vegetacdo, um ensaio
com o objetivo de avaliar a resposta bioquimica da planta de feijdo cultivar
Pérola ao ser tratada com rizobactérias através do tratamento de sementes, € um
segundo com o objetivo de caracterizar os mecanismos bioquimicos envolvidos
na resposta de defesa da planta contra a murcha-de-curtobacterium.

Quatro tratamentos compuseram o primeiro experimento: sementes
tratadas com acibenzolar-s-metil (ASM) uma vez que esse produto ¢
considerado padrdo na inducdo de resisténcia de plantas; sementes
microbiolizadas com as rizobactérias (ALB629 ou UFLA285) uma vez que estas
rizobactérias mostraram-se promissoras nos testes realizados e compondo o
experimento o tratamento testemunha (sementes tratadas com agua). Para o
segundo experimento os tratamentos foram os mesmos anteriores, com a
diferenga que as sementes foram antes inoculadas com a Cff através da técnica
de restri¢@o hidrica ja descrita anteriormente.

Em ambos os experimentos o delineamento utilizado foi em blocos
casualizados com trés repeticdes ¢ trés plantas por parcela por tempo de coleta.
Os tempos de coleta corresponderam a quatro estadios fenologicos da planta de
feijdo: V1 — emergéncia (cotilédones fora do solo), V2 — folhas primdrias (par de
folhas primarias abertas), V3 — primeira folha trifoliolada (aparecimento das
folhas trifolioladas) e V4 — terceira folha trifoliolada (folhas trifolioladas
totalmente expandidas). As plantas apenas eram amostradas quando atingiam o
estadio fenologico pré-determinado.

Em cada coleta, todas as folhas das trés plantas por parcela foram
cortadas, envolvidas em papel aluminio, identificadas, mergulhadas em

nitrogénio liquido e, ap6s o congelamento, acondicionadas em sacos plasticos e
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armazenadas em freezer, a -80 °C, até o preparo do material para as analises
bioquimicas. As respostas bioquimicas de defesa analisadas em ambos os
experimentos foram: peroxidases (POX), fenilalanina aménia-liase (PAL) e os
teores de fendis soluveis totais e de lignina. Para a andlise dos fenois soluveis
totais e lignina o tempo de coleta foi apenas no tltimo estadio fenologico (folhas

trifolioladas totalmente expandidas).

4.6.1 Proteinas totais

A concentragdo de proteina soluvel total foi aferida com a utilizagdo de
uma curva padrdo de albumina sérica bovina (BSA) conforme ensaio de

Bradford (1976).

4.6.2 Peroxidases de guaiacol

A atividade de peroxidases de guaiacol (POX) foi determinada pela
adigdo de 5 uL do extrato enzimatico, ajustado para 200 pL de solugdo contendo
100 pL de acetato de sodio 50 mM pH 5,2, 20 puL de guaiacol 20 mM, 20 pL
perdoxido de hidrogénio 60 mM e 55 pL de agua destilada. Apds incubagéo a 30
°C, por 10 minutos, a absorbancia foi medida em espectrofotometro, a 480 nm
(Urbanek; Kuzniak-Gebarowska; Herka, 1991). Uma unidade POX foi expressa
com variacdo de 1 ODygy por miligrama de proteina solivel por minuto — UA

(mg P min)™.

4.6.3 Fenilalanina amoénia-liase

A atividade da fenilalanina aménia-liase (PAL) foi medida de acordo

com Mori, Sakurai & Sakuta (2001). Uma mistura de reagdo foi preparada
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adicionando 100 pL de tampao 100 mM Tris-HCI (pH 8,8) e 50 uL de 40 mM
de fenilalanina e 20 pL do extrato enzimatico. A mistura de reagdo foi incubada
por 30 min a 37 °C e a atividade da enzima paralisada com a adi¢@o de 30 uL de
HCI 6N. A fenilalanina foi adicionada aos controles apés a incubacao e adigdo
do HCI. A mistura de ensaio foi centrifugada a 1450 g por 15 min a 4 °C, a
absorbancia do sobrenadante (180 uL) medida em 280 nm e a quantidade de
acido trans-cinamico formado foi avaliada por comparag¢do com a curva padrido
(0,01-0,10 mg de 4cido trans-cindmico mL™). Os valores foram expressos como

unidade de atividade por miligrama de proteina por minuto.

4.6.4 Lignina solvel

Para a andlise de lignina soluvel, os tecidos foliares dos tratamentos
referentes a ultima coleta foram triturados em nitrogénio liquido, com almofariz
e pistilo até a obtengdo de um po6 fino. Posteriormente, as amostras foram
liofilizadas por 16 horas em liofilizador L101. Uma aliquota de 30 mg foi
transferida para tubo de 2 mL, homogeneizada com 1,5 mL de metanol a 80% e
mantida protegida da luz a temperatura ambiente por 15 horas. A suspensao foi
centrifugada, a 12.000 g, por 5 minutos e o sobrenadante descartado. Para lavar
o material, ao residuo so6lido foram adicionados 1,5 mL de 4gua destilada,
homogeneizado e centrifugado a 12.000 g por 5 minutos, a 4 °C. O sobrenadante
foi descartado e o residuo seco a temperatura ambiente, por 15 horas.
Posteriormente, acrescentou-se 1,5 mL de solucdo de acido tioglicolico:HCl 2N
(1:10). Em seguida, agitaram-se suavemente os tubos para hidratar o residuo e
estes foram colocados em banho-maria em fervura por 4 horas.

Posteriormente, os tubos foram centrifugados, a 12.000 g por 5 minutos,
a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o sedimentado lavado com 1,5 mL de

agua destilada e novamente centrifugado, a 12.000 g, por 5 minutos, a 4 °C.
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A seguir, o sobrenadante foi descartado e o sedimentado ressuspenso em
1,5 mL de NaOH 0,5 M e mantido por 15 horas a temperatura ambiente. A
mistura foi centrifugada a 12.000 g, por 5 minutos, a 4 °C e o sobrenadante
transferido para o novo microtubo, ao qual foram adicionados 200 pL. de HCI
concentrado. A suspensdo obtida foi mantida em temperatura ambiente, por 4
horas, para permitir a precipita¢do da lignina ligada ao acido tioglicdlico.

Em seguida, a mistura foi centrifugada a 12.000 g, por 5 minutos, a 4
°C, o sobrenadante descartado e o sedimentado ressuspenso em 2 mL de NaOH
0,5 M.

A absorbancia desta solucdo foi determinada em espectrofotometro a 280
nm e os valores calculados com base na curva de lignina ¢ expressos em ug de

lignina solavel por miligrama de massa seca (Doster; Bostock, 1988).

4.6.5 Determinacéo de fenois solUveis totais

Uma aliquota de 30 mg das amostras liofilizadas provenientes da ltima
coleta foram colocadas em tubo de 2 mL, homogeneizada com 1,5 mL de
metanol a 80% e mantida por 15 horas protegido da luz a temperatura ambiente.
Apds esse periodo, a suspensdo foi centrifugada a 12.000 g por 5 minutos e, uma
aliquota de 15 pL do sobrenadante (extrato metanolico) foram recuperadas e
nessa aliquota foram adicionadas 15 pL do metanol a 80%, 30 pL do reagente
de Folin-Ciocalteau 0,25 N, por 5 minutos, 30 pL. de Na2Co3 1 M, por 10
minutos e entdo diluido com 1,1 mL de dgua destilada, a temperatura ambiente,
por uma hora. Os valores de absorbancia desta reagdo foram determinados, a 725
nm, em espectrofotometro e calculados com base em curva de catecol. Os
compostos fenolicos totais foram expressos em equivalente pug de catecol por

miligrama de massa seca (Spanos; Wrolstad, 1990).
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4.7 Colonizacao das plantas pelas rizobactérias em diferentes temperaturas

Este experimento teve por objetivo avaliar as plantas de feijoeiro quanto
a colonizagdo pelas respectivas rizobactérias usadas no tratamento de sementes
contra a murcha-de-curtobacterium. Estes ensaios foram realizados em camara
de crescimento e em casa de vegetagdo respectivamente nas temperaturas de 20

°Ce30°C.

4.7.1 Obtencdo do mutante resistente a antibidtico e avaliacdo de sua
estabilidade

O mutante ALB629%" resistente ao antibiotico rifampicina (100 ppm) foi
obtido a partir do cultivo do isolado selvagem Bacillus subtilis ALB629 em
placas de Petri contendo o meio agar nutriente. Escolheu-se esse isolado uma
vez que o mesmo foi o que melhor resultado apresentou nos experimentos
realizados no controle da murcha-de-curtobacterium. A cada repicagem do
isolado ALB629 era adicionado ao meio de cultura com doses crescentes do
antibiotico rifampicina até que se chegasse a resisténcia na concentragdo
desejada (100 ppm) obtendo-se assim o mutante ALB629",

Com o intuito de avaliar a capacidade de crescimento do mutante em
relagdo a estirpe selvagem ambos foram submetidos a curva de crescimento. Nos
tempos de 8, 16 e 24 horas os dois isolados eram repicados para Erlenmeyers
contendo meio caldo - nutriente (MCF) acrescidos ou ndo do antibiotico
(100ppm), respectivamente para o mutante e para a estirpe selvagem, e entdo
levados para crescerem em mesa agitadora orbital a 150 rpm e 28 °C. Ao final
desse periodo, os isolados foram diluidos em série em tudos com NaCl até a

diluigdo 10® e entdo 100 pL das 4 ultimas diluigdes foram plaqueadas em
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placas de Petri contendo meio agar nutriente. Apés 24 h foram contados o

numero de coldnias encontradas em cada diluigao.

4.7.2 Tratamento de sementes e recuperagdo da bactéria

Sementes de feijao foram tratadas com o mutante de B. subtilis
ALB629Rif, inoculado com Cff e semeados, conforme procedimentos descritos
anteriormente.

Para a quantificagdo, partes da planta passiveis de serem colonizadas
pelo antagonista, como folhas, caules e raizes foram amostradas aos 24 DAP,
desinfetadas com alcool 70% por 30 segundos, hipoclorito de sodio 05% por 10
min e entdo maceradas com bastdo de vidro em solugdo salina a 0,85% e
diluidos em série. Em seguida, 100 pL do extrato bruto e das dilui¢des 10" a 10°
> obtidos foram pipetados em placa de Petri contendo meio agar nutriente com
rifampicina (100 ppm), espalhados com alga de Drigalski esterilizada e as placas
incubadas em BOD a 28 °C. Apos 48 h, avaliou-se a presenca de rizobactérias
nas plantas indiretamente através do numero de coldnias encontradas em cada
diluicao da suspensao.

Para certificar o mutante (ALB629%") quanto a manutengdo da
capacidade de controle da doenga em feijoeiro conferida pelo isolado selvagem
(ALB629) foram obtidos a area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD).

Cada um dos ensaios nas duas diferentes temperaturas foi repetido duas

vezes para a confirmacdo dos resultados.
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4.8 Utilizacéo de diferentes fontes de C e N por rizobactérias em diferentes

temperaturas

Neste experimento buscou-se estimar a eficiéncia com que as
rizobactérias utilizam diferentes fontes nutricionais sob diferentes temperaturas.
Para isso, Bacillus ALB629 foi avaliado quanto a capacidade de crescer as
temperaturas de 20 °C e 30 °C ao longo dos tempos de 12, 24, 36 ¢ 48 horas.
Foram 4 os meios de cultura utilizados para estimar esse crescimento, 0s quais
diferiram entre si pelos seguintes substratos: glicose e citrato de sédio, ambos
utilizados como fontes diferentes de C e como fontes de N, aspartato e
glutamato. Esses substratos foram utilizados na concentragio de 10 g I'', exceto
para glutamato em que se utilizou 15 g L. Esses foram adicionados a uma
solucdo concentrada composta por MgSO,.7H,O 0,5 g L', K,HPO, 1,0 g L',
KCl 0,5 g L', extrato de levedura 1,0 g L', FeSO4(7H,0) 1,2 mg L7,
MnSO4(H,0) 0,4 mg L', CuSO4 1,6 mg L', (NH4)2S04 1g L. O pH dos 4
diferentes meios foi ajustado para 7 +/- 0,2 com NaOH ou HCI 0,1 N antes de
serem esterilizados, conforme descrito por Nihorimbere et al., (2009).

A parcela experimental consistiu-se de um tubo de ensaio com 3 mL do
meio em estudo. Cada parcela continha 3 repetigdes x tempo x temperatura.

Para avaliar entdo o crescimento do ALB629 nos referidos meios, o
mesmo foi cultivado em meio MCF liquido por 48 h a 28 °C sob agitagdo. A
cada 12 h, durante 48 horas uma aliquota de 150 pL da suspensdo dos
antagonistas era transferida para cada tubo que continha 3 mL dos meios
descritos acima. Apds cada transferéncia os tubos foram colocados nas
temperaturas de 20 °C e 30 °C em duas mesas agitadoras orbital diferentes,
ambas a 150 rpm. Assim, transcorrido 48 h ap6s a primeira transferéncia havia 3
tubos com os tempos de crescimento em estudo: 12, 24, 36, 48 horas

respectivamente para as temperaturas de 20 °C e 30 °C. Neste tempo, foi
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realizada a leitura da absorbancia em espectrofotometro de Iuz no A = 600 de

todos os tubos.

4.9 Bioensaio para antibiose in vitro a 20 °C e 30 °C

Para a verificagdo da antibiose o inoculo de C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens foi cultivado em meio liquido por 48 h e entdo 100 uL da
suspensdo foram plaqueados e espalhados por toda a placa contendo meio de
cultura CNS (Schaad et al., 2001), como ja descrito no item 4.1.

Paralelamente ao cultivo de Cff foram também cultivados os antagonistas os
quais foram os mesmos testados para o controle da murcha-de-curtobacterium:
MEN2, ALB629, UFLA285 e UFLA168*. Estes foram cultivados por 48 h em
meio MCF (extrato de levedura 13,8 g/l; K,HPO, 2,5 g/1; KH,PO, anidro 1,0 g/1;
NaCl 2,5 g/l; Sacarose 6,5 g/l; Sulfato de Magnésio 0,25 g/l; Sulfato de
Manganés 0,1 g/I) como ja descrito anteriormente. Para compor esse ensaio
foram também acrescidos os tratamentos ASM, Agua (testemunha) e o meio
utilizado para se cultivar as rizobactérias (MCF). Apo6s a suspensdo da C.
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens ser espalhada em meio de cultura CNS
(Schaad et al., 2001), uma gota de 10 pL. de cada uma das suspensdes descritas
foram pipetadas em pontos aleatorios da placa com meio descrito contendo a
suspensdo de Cff. Foram feitas 6 placas para cada temperatura testada (20 °C e
30 °C). Essas placas entdo foram levadas a BOD com a respectiva temperatura e

ao final de 48h foram medidos os didmetro de inibicao a Cff.

4.10 Andlise estatistica

A analise estatistica dos dados do bioensaio foi realizada através do

programa Sisvar, versao 5.1 (Build 72) Copyright Daniel Furtado Ferreira 1999-
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2007, em delineamento em blocos casualizados (DBC) e as médias comparadas

pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Rizobactérias na promocao de crescimento

Nao houve diferenga estatistica pelo teste de Tukey (P<0.05) entre as
quatro rizobactérias testadas em relagdo a testemunha quanto a promocdo de
crescimento avaliado através das variaveis TCR, EF, IVE, PSA e PSR. Portanto
as rizobactérias testadas ndo foram efetivas como promotoras de crescimento.
Provavelmente, até o tempo de coleta das plantas, 24 DAP ndo foram suficientes

para que houvesse diferencas entre os tratamentos quanto aos nutrientes

analisados.

5.2 Analise nutricional

Nao houve efeito significativo entre os tratamentos com as rizobactérias
(P<0,001) quando comparados ao controle negativo (plantas nao tratadas com as

rizobactérias) em relacdo a todos os nutrientes analisados (Tabela 1).

Tabela 1 Tratamento de sementes de feijdo com rizobactérias e avaliagdo
nutricional através da analise foliar. Média de dois ensaios, 4

repeti¢cdes/ensaio e 10 plantas/repeticao

T™M? MEN2 ALB629  UFLA285 UFLA168* oY CN"
N 4.79ab 4.64abc 49la 4.41c 4.46bc 4.82a
P 0.143a 0.130ab 0.136ab 0.130ab 0.113b 0.137ab
K 2.57a 2.34ab 2.34ab 2.38ab 2.15b 2.34ab
Ca 1.02a 0.95a 0.93a 0.88a 0.63b 0.95a
Mg 0.27a 0.26a 0.26a 0.25a 0.25a 0.25a
S 0.37a 0.33ab 0.35ab 0.34ab 0.30b 0.36ab
B 46.22ab 55.77a 56.05a 51.87a 33.70b 58.7a
Cu 6.22b 6.17b 6.12b 5.74b 9.80a 5.8b
Mn 121.15a 106.63a 113.57a 92.14a 117.30a 105.47a
Zn 22.66a 21.90a 21.02a 19.65a 20.87a 20.91a
Fe 431.69ab 503.66a 452.21ab 436.21ab 324.07b  423.42ab
“Tratamentos

YOxicloreto de Cobre
*CN, controle negativo (sementes ndo tratadas com rizobactérias)
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Apenas o tratamento com o oxicloreto de cobre via tratamento de
sementes induziu o acimulo de cobre e a reducdo nos teores de boro e célcio, o
que pode explicar a fitotoxidez observada nos tratamentos. O cobre embora nio
seja um produto recomendado para o tratamento de sementes, mas sim para uso
na parte aérea para controle de outras bacteriores (Agrofit, 2012), foi testado no
tratamento de sementes para erradicagdo de Cff, como uma testemunha positiva.
O produto surpreendentemente garante uma maior taxa de crescimento na
auséncia do patogeno, mas causa um provavel desbalanco nutricional em

feijoeiro, ndo sendo, portanto recomendado para ser usado na erradicacdo de Cff.

5.3 Rizobactérias no controle da murcha-de-curtobacterium

Analisaram-se as rizobactérias no controle da doenga bem como na
promogao de crescimento na presenga do patdégeno. As variaveis anteriormente
analisadas no item 4.5 também foram analisadas na presenga do patogeno e
submetidas a analise de variancia (ANAVA) e a discriminacdo da variagdo entre
os tratamentos feita pelo teste de Tukey no nivel de 5% de probabilidade. Os
dados da AACPD, PSA, PSR e AF sofreram transformagdo do tipo raiz
quadrada de (x+1), e os dados de IVE e TCR, transformacdo do tipo arco seno
da raiz quadrada de (x/100) como descrito por (Banzatto & Kronka, 2006) uma
vez que as pressuposi¢oes da analise de variancia ndo foram satisfeitas.

Pela analise dos resultados da AACPD pode-se constatar que houve
efeito significativo entre os tratamentos (p<0,001), mas ndo em relagdo ao tempo
(p=0,09). Quando as médias foram comparadas, verificou-se que os 4 isolados
de rizobactérias testados controlaram a doenca com reducdes na AACPD
variando entre 39,97 e 66,63% com melhor resultado para Bacillus subtilis
ALB629 e em alguns casos para B. subtilis UFLA285 (Grafico 1 e Figura 3).
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Tratamentos

Efeito do tratamento de sementes com rizobactérias, oxicloreto de
cobre e agua na redugdo da Area Abaixo da Curva do Progresso da
Doenga (AACPD) na presenga ou auséncia de Curtobacterium
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff). Médias com a mesma letra
ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0.05). Média
de trés ensaios, 4 repeti¢cdes/ensaio e 10 plantas/repeticdes. CV =
23.72
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Figura 3 Rizobactérias aplicadas no controle da murcha-de-curtobacterium de
feijoeiro pelo tratamento de sementes. Al) Plantas testemunhas
contaminadas com Cff e plantas contaminadas com Cff tratadas com
Bacillus subtilis ALB629; A2) Plantas testemunhas contaminadas com
Cff ¢ plantas contaminadas com Cff e tratadas com B. subtilis
UFLA168*; A3) Plantas testemunhas contaminadas com Cff plantas
contaminadas com Cff e tratadas com Paenibacillus lentimorbus
MEN2; A4) Plantas testemunhas contaminadas com Cff plantas
contaminadas com Cff tratadas com B. subtilis UFLA285

Todos os isolados de rizobactérias na presenga de Cff aumentaram o PSA
e os isolados UFLA168* e ALB629 aumentaram a TCR, entretanto nenhum
deles apresentou resposta ao ¢ PSR, IVE ou mesmo ao EF em relagdo a
testemunha pelo teste de Tukey (P<0.05) (Graficos 2 e 3). O oxicloreto de cobre
embora tenha aumentado a TCR em relagdo a testemunha inoculada (Grafico 3),
ndo foi efetivo no controle da murcha-de-curtobacterium (Grafico 1) nem

mesmo no aumento do IVE. Ja& o PSA e PSR diferiu dos tratamentos com
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rizobactérias (p<0,027). Quanto ao EF, oxicloreto de cobre apresentou a menor
média (44,68%) quando comparado pelo teste de Tukey no nivel de 5% de
probabilidade.

3.5 4
EPSA EPSR

iy

Agua+ Cff Oxicl. de UFLAL168* MEN2+ TUFLA285 ALBG29+  Agua
cobre+ Cff + Cff Cff + Cff Cff

Tratamentos

PSA e PSR (g)
0

=
il
1

Grafico 2 Efeito de isolados endosporogénicos no tratamento de sementes
infectadas artificialmente por Cff e na promog@o de crescimento. As
variaveis avaliadas foram o peso seco da parte aérea (PSA), CV =
26.35 e peso seco da raiz (PSR), CV = 21.72 Médias com a mesma
letra ndo difere significativamente pelo teste de Tukey (P<0.05).
Meédia de trés ensaios, 4 repeticdes/ensaio e 10 plantas/repeti¢des
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Grafico 3 Efeito de isolados endosporogénicos no tratamento de sementes
infectadas artificialmente por Cff na promo¢do de crescimento
avaliado através da taxa de crescimento relativo (TCR). Médias com
a mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey
(P<0.05). Média de trés ensaios, 4 repeticdes/ensaio e 10
plantas/repeti¢ao

5.4 Caracterizacdo dos mecanismos bioquimicos envolvidos na resposta de

defesa

Para a PAL, observa-se um aumento na atividade para todos os
tratamentos, na auséncia do patdégeno (Grafico 4A). No entanto, na presenga do
patdégeno, a enzima aumenta em atividade para os dois primeiros estagios ¢ em
seguida decresce ndo se observando diferengas entre as plantas tratadas e ndo

tratadas (Grafico 4B) a partir do 3 estadio de coleta.
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Grafico 4 Caracterizacdo dos mecanismos bioquimicos envolvidos na resposta
de defesa em plantas de feijoeiro. Em A e B, graficos da enzima
fenilalanina amonia-liase (PAL). Os valores 1, 2, 3 e 4 representam
respectivamente os estddios de germinagdo (folhas cotiledonares
expandidas num angulo de 90°), aparecimento das folhas trifoliolada e
folhas trifoliolada totalmente expandidas. Barras representam erro
padrao da média.

O segundo estagio ¢ também aquele onde foram observados os primeiros
sintomas da doenca (dados ndo apresentados). Este fato é uma possivel
indicagdo da ocorréncia de bloqueio de respostas de defesa em feijoeiro
susceptivel mediado pela C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, conforme ja
demonstrado para outros patossistemas (Cooper, 2010). A PAL ¢ a enzima que
converte a fenilalanina a acido cindmico e esta representa a via ainda
indiferenciada da rota dos fenilpropandides (Zabala et al., 2006). Um dos
produtos finais desta rota é o acimulo de fenois que por sua vez culmina com o
deposito de lignina sobre a parede celular (Buchanan et al., 2000).

Foram também medidos os fendis totais e lignina. O teor de fenois totais
¢ significativamente maior na auséncia do patogeno (Grafico 5A), mas em sua
presenga, apenas o0 ALB629 induz a um acumulo significativo destas moléculas

(Grafico 5B).
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Grafico 5 Caracterizagcdo dos mecanismos bioquimicos envolvidos na resposta
de defesa em plantas de feijoeiro. Em A e B, grafico dos teores de
fenois soluveis totais. O grafico a esquerda e da direita representam
respectivamente os tratamentos com plantas ndo inoculadas e
inoculadas com Cff. Barras representam erro padrio da média

Ja para lignina, UFLA285 e ALB629 induziram acumulo na auséncia do
patdogeno (Grafico 6A). Na presenca de Cff apenas o UFLA285 ¢ o ASM

induziram este maior acimulo (Grafico 6B).
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Grafico 6 Caracterizacdo dos mecanismos bioquimicos envolvidos na resposta
de defesa em plantas de feijoeiro. Em A e B, graficos de lignina
soluveis totais. O grafico a esquerda e da direita representam
respectivamente os tratamentos com plantas ndo inoculadas e
inoculadas com Cff. Barras representam erro padrio da média
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Com a redugdo na atividade da PAL, esperava-se uma redugo tanto no
teor de fenois totais quanto no de lignina, mas possivelmente, as rizobactérias e
o indutor comercial induziram algum efeito compensatorio como, por exemplo,
a utilizagdo de outras rotas bioquimicas ou que a atividade superior nos dois
periodos amostrados ¢ o suficiente para garantir o acimulo destes produtos
finais da rota dos fenilpropanoides.

O estresse oxidativo ¢ uma das respostas & infeccdo biotica e ja foi
assinalado em interagdes compativeis bactéria-planta (Mendoza, 2011). No
entanto, para o patossistema Cff-feijdo parece que o acimulo de espécies ativas
de oxigénio nio ¢ induzido, pois se espera um acumulo da enzima peroxidase de
limpeza em pelo menos um dos pontos amostrados para garantir a homeostase.

Souza e Maringoni (2008) observaram através de microscopia eletronica
de transmissdo a presenca da Cff ao 28° dia apds a inoculagdo. Em genotipos
susceptiveis Cff colonizou ndo somente os vasos do xilema, mas também células
parenquimadticas e do metaxilema, induzindo o sintoma de murcha. Portanto, um
mecanismo que pode também estar sendo induzido em feijao tratado com as
rizobactérias é a tolerancia a estresse abiotico (Medeiros et al., 2011).
Experimentos futuros irdo verificar o envolvimento de respostas de tolerancia ao
estresse hidrico e/ou este como mecanismo auxiliar no controle da murcha-de-
curtobacterium.

Além do mais, em nenhum dos pontos amostrados as rizobactérias
induziram o acimulo de POX superior a testemunha tratada, seja para plantas
ndo inoculadas (Grafico 7A) ou inoculadas (Grafico 7A). Apenas o indutor
comercial induziu o acimulo de POX e este foi observado apenas no ultimo

periodo amostrado para plantas nao inoculadas (Grafico 7A).
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Grafico 7 Caracterizacdo dos mecanismos bioquimicos envolvidos na resposta
de defesa em plantas de feijoeiro. Em A e B, graficos de peroxidases
(POX). Os valores 1, 2, 3 e 4 representam respectivamente os estadios
de germinacdo (folhas cotiledonares expandidas num angulo de 90°),
aparecimento das folhas trifoliolada e folhas trifoliolada totalmente
expandidas. Barras representam erro padriao da média

5.5 Estudo da colonizacdo das plantas pelas rizobactérias

Na temperatura de 30 °C, o mutante ALB629"" foi recuperado 24 DAP
das raizes (10°%), caules (10***) e folhas (10*"") UFC g das plantas inoculadas
com Cff. Ja na temperatura de 20 °C o mesmo foi recuperado apenas na raiz das

plantas (10***) UFC g ' (Grafico 8).
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Grafico 8 Colonizagio do feijoeiro ao 24 DAP por Bacillus subtilis ALB629%"
nas temperaturas de 20 e 30 °C. Média de 2 ensaios para cada
temperatura, 4 repeticdes/ensaio e 6 plantas/repeticdes. *ne= ndo
encontrado. Barras representam erro padrdo da média

Investigacio sobre o mutante ALB629%" revelou que ele colonizou todas
as partes da planta analisadas (raiz, caule ¢ folhas) além de manter a capacidade
de redugdo da doencga. Além disso, verificou-se que essa colonizagdo foi
dependente da temperatura ambiente de cultivo uma vez que na temperatura de
20 °C as rizobactérias foram recuperadas apenas nas raizes € em uma
0322

concentragdo menor (1

(10%%).

) em relacdo ao verificado na temperatura de 30 °C

Os dados de area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD)
foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e a discriminagdo da
variagdo entre os tratamentos foi feita pelo teste de Tukey no nivel de 5% de

probabilidade, (Grafico 9).
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Grafico 9 Area abaixo da curva do progresso da doenga (AACPD) em duas
temperaturas diferentes de plantas de feijdo obtidas de sementes
artificialmente inoculadas com Cff e tratadas com o mutante Bacillus
subtilis ALB629"", Média de 2 ensaios para cada temperatura, 4
repeticdes/ensaio e 6 plantas/repeticdes

§§§§§§§g§

Tanto o isolado selvagem ALB629 de Bacillus subtilis quanto o mutante
ALB629™" tiveram crescimento semelhante (Grafico 10). O maior crescimento
do isolado mutante na fase de adaptagcdo se deve provavelmente a auséncia do
antibidtico ao meio de cultura. Além disso, ambos os isolados (ALB629 e
ALB629") controlaram a doenca apresentando redugdes respectivamente na
AACPD em relacdo a testemunha inoculada de 88 e 71% na temperatura de 30
°C, e de 50 e 75% na temperatura de 20 °C.
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Grafico 10 Crescimento dos isolados selvagem de ALB629 e mutante ALB629""
em meio agar nutriente sem o antibidtico nos tempos de 8, 16 € 24 h
de crescimento

5.6 Utilizacéo de diferentes fontes de C e N por rizobactérias em diferentes

temperaturas

Através da leitura da absorbancia em espectrofotdmetro de luz no A =

600 chegou-se aos seguintes resultados (Graficos 11A, 11B, 11C e 11D).
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Grafico 11 Crescimento de ALB629 em meios com diferentes fontes
nutricionais nas temperaturas de 20 e 30 °C sob os tempos de 12,
24, 36 e 48 horas. Os graficos A, B, C e D representam os meios
glicose, citrato de sodio, glutamato e aspartato

As raizes de feijoeiro liberam uma grande quantidade de aminoacidos e
acucares livres (Odunfa, 1979) que suprem as demandas de fontes de carbono e
nitrogénio dos microrganismos da rizosfera, inclusive patdégenos (Youssef &
Mankarios, 1968). Quando o isolado ALB629 foi testado para o crescimento em
diferentes fontes de carbono e nitrogénio, verificou-se que o ele cresceu melhor
na maior temperatura, exceto no meio contendo o aminoéacido aspartato, onde
nao se verificou diferenga de crescimento nas duas temperaturas. Todos os
aminoacidos testados suportam a maior produgdo de surfactina por um isolado
de Bacillus subtilis, um lipopeptideo que atua na indugdo de resisténcia
(Nihorimbere et al., 2009). Ainda precisa ser determinada a produgdo das

moléculas eliciadoras produzidas por ALB629 que induzem resisténcia, mas o
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controle da doenga independentemente da temperatura e o crescimento
semelhante em aspartato em ambas as temperaturas e seguindo um padrdo de
crescimento caracteristico de bactérias, com uma provavel fase da adaptacado até
as doze horas, uma fase logaritmica de 12 — 24 h, fase estacionaria de 24-36 h e
fase de declinio dai em diante, sugere-se que a indugdo de resisténcia
desempenha um papel importante na defesa de feijoeiro induzida por ALB629
contra Cff. Estudos futuros irdo determinar a inducgdo de resisténcia a diferentes

temperaturas bem como a producdo de surfactina nessas condigoes.

5.7 Antibiose

Todas as rizobactérias testadas (ALB629, UFLA285, UFLA168%*,
MEN2) inibiram o crescimento de Cff em ambas as temperaturas (20 °C e 30 °C)
de forma semelhante. Ja nos demais tratamentos (ASM, Agua, MCF) a bactéria
fitopatogénica cresceu normalmente. O que demonstra que a atividade inibitoria
direta dos antagonistas também pode ser uma estratégia para a redugdo da
murcha-de-curtobacterium em diferentes temperaturas.

As rizobactérias testadas ja haviam demonstrado eficiéncia para o
controle do tombamento e/ou mancha-angular em algodoeiro. A eficiéncia de
controle e inducdo de resisténcia em feijdo demonstra o amplo espectro de agdo
desses organismos, o que aumenta as chances de desenvolvimento de um
bioproduto para o controle de doencas (Nagorska et al. 2007).

Apesar de ainda ndo testado em feijoeiro sob condi¢des de campo, os
isolados MEN2 e UFLA285 demonstraram em ensaios no campo Sucesso na
reducdo do tombamento de pds-emergéncia em algodoeiro quando usados no
tratamento de sementes durante dois anos. Da mesma forma, os mecanismos

moleculares envolvidos puderam ser explicados pela regulagdo de genes
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envolvidos tanto na protegdo contra estresses bioticos e abioticos (Medeiros,

2009b).
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6 CONCLUSOES

Plantas derivadas de sementes artificialmente inoculadas com C.
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens e tratadas com rizobactérias apresentaram
aumento na PSA e TCR além de reduzirem a severidade da murcha-de-
curtobacterium.

A presenca da populacdo bacteriana nas plantas demonstra que
ALB629™" & um eficiente colonizador de raizes.

A manutencdo da defesa de plantas a murcha-de-curtobacterium mediada
pela utilizacdo de rizobactérias foi evidenciada nas temperaturas de 20 °C e 30
°C. O isolado ALB629 foi capaz de reduzir a doenga e de colonizar o sistema
radicular independentemente da temperatura.

As rizobactérias selecionadas ndo atuaram na promog¢do de crescimento
do feijoeiro, mas induziram ao acimulo de proteinas relacionadas a patogénese,
fenol e lignina. Essa resposta decresceu na presenca do patogeno.

A temperatura influenciou a colonizacdo de plantas pelo isolado de
rizobactéria ALB629, mas ndo na reduc¢do da doenca ¢ nem na inibicdo do
patogeno in vitro.

Conclui-se que o tratamento de sementes com as referidas rizobactérias
pode ser um método efetivo e pratico para o manejo da murcha-de-

curtobacterium do feijoeiro.
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