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RESUMO

oxysporuni.sp.phaseoliem feijoeiro Phaseolus vulgarik.). Quarenta isolados obtidos de rizosfera, raizes

e nodulos de feijoeiro foram testadds,vitro, quanto a capacidade de inibir seis isolados do fungo,
procedentes de regibes onde ocorre a “murcha fusariana”. As avaliagdes (medi¢6es dos halos de inibicdo) foram
efetuadas de 7 a 14 dias ap0s a transferéncia de discos veiculando culturas puras do patdgeno para placas de Petri
contendo meio B de King ou BDA, previamente inoculadas com as rizobactérias. Sementes da cultivar de feijoeiro
Rosinha, suscetivel ao patdgeno, foram microbiolizadas com as rizobactérias ENA 4413, ENA 4419 e ENA 4414, que
apresentaram maior antagonismd-amxysporunt.sp.phaseolinos testes vitro, e plantadas em potes com solo
artificialmente infestado cof oxysporunpara avaliar a eficacia dos isolados bacterianos na prote¢éo das plantas
contra a doenca. O isolado ENA 4413 apresentou alto potencial de controle, garantindo a sobrevivéncia de cerca de
80% das plantas crescendo em solo infestado com o agente causal da “murcha fusariana”. De modo geral, isolados
que produziram pigmentos fluorescentes com maior intensidade também apresentaram maior antagonismo a
F.oxysporunt sp. phaseolj tantoin vitro quanto na casa-de-vegetacdo. Os resultados indicaram que o uso de
rizobactérias do géneRseudomonagara o biocontrole deoxysporunt. sp.phaseolipode vir a representar uma
alternativa viavel, principalmente em areas onde variedades de feijoeiro geneticamente resistentes ndo sejam
disponiveis.

F oram selecionadas rizobactérias do géResmudomonagrupo fluorescente, visando ao control&dsarium

Palavras chavebiocontrole, rizosferalFusarium

ABSTRACT

EFFECTS OF SEED MICROBIOLIZATION WITH FLUORESCENT RHIZOBACTERIA OF THE
Pseudonoma&ENUS ON THE CONTROL OF FUSARIUM YELLOWS IN COMMON BEANS ( Phaseolus
vulgarisL.)

Rhizobacteria belonging to the fluorescent group of the gBPsasdomonasvere screened for the control of
Fusarium oxysporurhsp.phaseoli Forty isolates of fluorescent pseudomonads, obtained from bean rhizosphere,
roots and nodules were tested for their ability to inhibit growth of six isolates of F.ph&aspoliin vitro. Such

fungal isolates came from bean growing areas where “Fusarium yellows” had been detected. Evaluations took place
7 to 14 days after transfer to Petri dishes of discs with pure cultures of the pathogen. Those dishes containing King’s
B or PDA medium had been previously inoculated with the rhizobacterial isolates. Diameters of inhibition haloes
were determined and used as a guide for selecting antagonistic pseudomonads. Subsequently, greenhouse experiments
with the “yellows”- susceptible Rosinha bean cultivar were carried out to detect bacterial isolates efficient against
F.o. f.sp.phaseolin situ. The isolates ENA 4413 and ENA 4419 showed the most striking antagonistic effect toward
the pathogen botim vitro and in greenhouse tests. Isolate ENA 4413 was able to account for the survival of about
80% of the plants growing in pots wihoxysporuni.sp.phaseolinfested soil. In general, bacterial isolates which
produced stronger fluorescent pigmentation in culture also showed the highest inhibition effect on the fungus.
These results indicate the potential of fluoresBsgtudomonaspp. rhizobacteria as an alternative for the biocontrol

of “bean yellows” causal agent.

Key words: biocontrol, rhizospherdsusarium.

!Parte da tese do primeiro autor apresentada ao Curso de Pés-Graduagédo em Fitotecnia da UFRuralRJ para obtencgdo do
titulo de Mestrado.
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INTRODUCAO fluorescente do género Pseudomonas obtidos de
nddulos, raizes e, principalmente, da rizosfera de feijoeiro,
As doencas infecciosas constituem um dos fatore@ partir de amostras coletadas em diferentes regides do
que mais interferem no baixo rendimento da cultura deestado do Rio de Janeiro. Os isolados deysporum
feijoeiro no Brasil (Zamboliret al, 1982). Dentre elas,  f.sp.phaseoliforam provenientes das micotecas da Area
destaca-se a “murcha fusariana”, causad&psearium  de Fitopatologia da Universidade Federal Rural do Rio
oxysporunSchlecht f.spphaseoliKendrik & Snyder, de Janeiro (ENA 563 e ENA 2358) da ESALQ,
que foi relatada pela primeira vez na Califérnia, EUA, Universidade de Séo Paulo (ESALQ 4 e ESALQ 5) e da
em 1928. No Brasil, entretanto, somente foi assinalad&mbrapa Arroz e Feijao (CNPAF46 e CNPAF53).
em 1966, sendo possivel que ja ocorresse muito antes
em nosso meio (Kimati, 1980). A doenca foi constatada2. Testes de antagonismo in vitro.
inicialmente em feijéo-vagem, cultura na qual provoca Inicialmente foram testados os métodos de riscagem
sérios danos, determinando mudancas peritdicas d@&ssociada a camada dupla de agar, camada dupla com
areas de plantio. O mesmo vem ocorrendo com o feijagonto Unico ou com trés pontos equidistantes (Aradijo,
seco em regides produtivas do estado de Minas Gera995) e de cultura pareada, optando-se por este ultimo.
(Vieira et al, 1998). O fungo causador da doenca,Dois discos de 5 mm de diametro foram removidos de
atuando no sistema vascular, chega a ser de carateplonias der.oxysporunt. sp.phaseolj com sete dias
letal, principalmente naquelas cultivares de mais altale idade em BDA, e transferidos para pontos
suscetibilidade (Kimati, 1980; Vargas, 1980; Kedfal., equidistantes (70 mm) em placas de Petri contendo meio
1981; Vielra, 1983, Hagedorn, 1991). O emprego dede cultura. Apds 48 h de incubacéo a 30°C, suspensdes
variedades resistentes é a pratica mais eficaz ge células bacterianas foram riscadas entre os discos,
econdmica contra a “murcha fusariana” do feijoeiroexceto nas placas-testemunha. As avaliagdes
(Zambolimet al.,1982; Lanza&t al, 1997). As praticas  consistiram de medicdes do crescimento linear das
culturais sdo de eficiéncia duvidosa e a aplicagdo deolonias do fungo. Foram usadas trés repetices para
fungicidas pode nio ser viavel devido ao alto custccada rizobactéria.
(Kimati, 1980), além de riscos de natureza
ecotoxicologica. 3. Preparo das suspensdes bacterianas
Rizobactérias do grupo fluorescente das As suspensGes deseudomonaspp. fluorescentes
pseudomonas tém mostrado capacidade de bioprotecderam preparadas a partir de culturas com 48 h de
contra patégenos que sobrevivem no solo e infectangrescimento em meio B de King (Kiegal, 1954), sendo
plantas através do sistema vascular (Luz, 1996). Emas células transferidas para tubos de ensaio com 10 mi
relacdo as leguminosas cultivad®seudomonas com MgSQ na concentragdo de 0,1 M, posteriormente
fluorescendoi eficiente no controle daphanomyces submetidos a agitagdo mecanica por 1 min. A
euteicheem ervilha (Parket al, 1991) e d€usarium  concentracdo dessas suspensdes foi ajustada para
oxysporum f. sp. ciceris em grdo-de-bico densidade Optica de 0,2 (aproximadamente 1°xd/0
(Vidhyasekaran & Muthamllan, 1995; Dileep Kumar, ml) a 660 nm. A cada suspenséo, foi adicionado o
1999). Resultados promissores no controle de “dampingespalhante adesivo Tween 80 (monolaureato de
off” causado porPythium ultimumou Rhizoctonia  polietileno sorbitol) na concentragéo de 0,05 %.
solani foram observados através da inoculacao da
leguminosa forrageira cornichdbotus corniculatus 4. Teste de antagonismo na casa-de-vegetagao.
L.) com estirpes nativas d& fluorescenssoladas no Sementes de feijdo da cv. Rosinha, suscetivel ao
Uruguai (Bagnascet al, 1998). No Brasil, Reis & patogeno, foram desinfestadas em alcool 96° (30 seg.),
Mariano (1996) apontaram perspectivas do controle dél,0, (32 %) por 1¥2 min., sendo entdo lavadas (10 vezes)
F. oxysporunt. sp.phaseolipor P. fluorescensgque  em agua destilada e esterilizada. Ap6s secagem por 45
demonstrou alto potencial de antagonismo medianténin. a temperatura de 25°C, as sementes foram
testesin vitro. microbiolizadas mediante imers&o por 2 h. nas
O objetivo do presente estudo foi de seleciomar suspensdes bacterianas. O tratamento testemunha foi
vitro, isolados do grupo fluorescente do géneroconstituido de sementes imersas em solugao de MgSO
Pseudomonasybtidos de rizosfera, raizes e nodulos (0,1 M) + Tween 80 (0,05 %). Apbs secagem por 2 h., as
do feijoeiro, quanto a capacidade de inibir o cresciment¢ementes foram plantadas em potes contendo 3 kg de
do fungo, bem como de avaliar sua eficiéncia nasolo esterilizado e previamente infestado com cada
protecdo de plantas cultivadas em solo artificialmentgsolado der. oxysporuni. sp.phaseoli.Para o preparo
infestado com o agente da “murcha fusariana”. do indculo, os isolados do fungo foram cultivados em
arroz esterilizado com 50 % de agua destilada, durante
oito dias sob luz intermitente (12 h. de luz/dia), a

MATERIAL E METODOS temperatura de 24°C e 60 % de umidade relativa do ar.
Apbs esse periodo, as culturas foram transferidas para
1. Obteng&o dos isolados sacos de papel, onde permaneceram, sob ventilacao

Foram usados 40 isolados de espécies do grupgonstante, até secagem. Depois de seco, o substrato
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contendo o patégeno foi triturado em liguidificador e inteiramente casualizado, com trés repeti¢cdes para cada
peneirado (40 mesh), obtendo-se um pé fino usado pamgpoca de coleta.
adicionar aos potes, ha proporcao de 10 g/kg de solo.
RESULTADOS E DISCUSSAO

5. Amostragem das plantas.

As amostras foram coletadas em dias alternadosl. Ensaioin vitro
apoés surgimento dos primeiros sintomas da doenca, o0 Foram testadas 40 rizobactérias, as quais
gue ocorreu 20 dias apds a emergéncia das plantulas. &resentaram acentuada variacdo quanto a producgédo
periodo total das amostragens durou 12 dias quando @& pigmento fluorescente no meio B de King (Figs. 1A e
plantas do tratamento controle positivo (solo infestadalB). Esses isolados foram também diferenciados quanto
somente com o fungo ESALQ4) secaram totalmentea inducdo de halos de inibicdo do crescimento do
Determinaram-se: numero de folhas murchas, de plantgsatdgeno em meio B de King (Fig. 1C), sendo separados
mortas, de plantas assintométicas e a presenc¢a dam trés grupos: 1 - indutores de halos maiores que 10
patdégeno e das rizobactérias nas plantas. O experimentom; 2 - indutores de halos entre 5 e 10 mm e, 3 - indutores
foi montado segundo delineamento experimentalde halos inferiores a 5 mm.

Figura 1- Producéo de fluorescéncia por rizobactérias do géPseadomonasrescidas em meio B de King (Figs.
A e B) e inibicdo do crescimento drisarium oxysporunfi.sp. phaseoliinduzida por isolados
rizobacterianos com diferentes graus de antagonismo (Fig. C). As setas indicam o grau de antagonismo
promovido pelas rizobactérias no crescimento do fungo.

Das rizobactérias testadas, cerca de 5% forantizobacterianos, verificou-se, de maneira geral, pequena
consideradas altamente eficazes (grupo 1), a grandeariabilidade, a julgar pelos halos de inibicdo formados
maioria (87,5%) de antagonismo intermediério (grupo 2)em meio B de King (Tabela 1). Os isolados de
e somente 7,5% (grupo 3) de baixo antagonismo (Tabel®seudomonasspp (ENA 4413 e ENA 4419),

1). Os mesmos isolados foram avaliados em meio BDA@presentaram alto grau de inibigéo para todos'os isolados
onde somente ENA 4419 induziu halos superiores a 1@l0 fitopatégeno testados (Tabela 1, Fig. 2). E oportuno
mm para todos os isolados do patégeno; cerca de 25%galientar que as bactérias que induziram maior inibigdo
dos isolados bacterianos acarretaram halos inferiores #®ram aquelas de mais pronunciada fluorescéncia, como
5 mm e a grande maioria deles (72,5%) induziu haloss estirpes ENA 4413, isolada da rizosfera, e ENA 4419
entre 5 e 10 mm. A diferencga no grau de antagonismeriginaria de nddulos radiculares de feijoeiro. De uma
entre os meios BDA e B de King pode ser em partemaneira geral, as bactérias oriundas de nodulos foram
devida a baixa produg&o de pigmentos fluorescentes naquelas que promoveram maior antagonismo aos
BDA, pigmentos estes que teriam em sua composicaésolados do fungo (Fig. 3). Alguns autores relataram
substancias inibidoras do crescimento de fungogjue maior ou menor antagonismo a agentes
(Weller, 1988; Thomashout al, 1990). fitopatogénicos relaciona-se a producdo de pigmentos

Com relagdo ao comportamento dos isolados deesverdeados em cultura, principalmente substancias do
F.oxysporumf.sp. phaseoli frente aos 40 isolados grupo das fenazinas, caracterizadas por um alto efeito

Agronomiav.37, n°.1, p. 69 - 75, 2003.



72 Efeito da microbiolizagdo de sementes com

inibidor sobre diversos géneros de fungos que habitanenvolvimento com o antagonismo encontrado é a
o solo, tais comoPythium, Rizoctonia, Sclerotium, producdo de fenazina 1- carboxilato, substancia que,
Sclerotinia e FusariuniNorris & Rousse, 1985). Essa segundo Brisbane & Rovlra (1988) Thomashow &
amplitude de antagonismo pode ser atribuida a ums&Veller (1988), apresenta-se ativa contra
série de propriedades das rizobactérias, em especi@laeumannomyces graminé outros patégenos de
aguelas do grupo presentemente pesquisado. O acidaizes. Adicionalmente, pode ter havido competi¢céo por
hidrocianico (Bagnascet al., 1998) e/ou outros elementos requeridos ao desenvolvimento do patégeno,
produtos do metabolismo poderiam estar atuando, tendaor exemplo o Fé, como ja registrado por Luz (1996).
em vista que mesmo com as rizobactérias mortas, hald3eve-se ainda considerar a exclusdo de nichos de
de inibicdo foram detectados, como ja havia sido relatadoolonizacdo devido a rapida multiplicacdo das
por outros autores (Luz, 1991; 1993 experimentos  rizobactérias, conforme discutido por Kloepper et al.
utilizando rizobactérias produtoras de pirolnitrina, (1980) e por Suslow & Schroth (1982), assim como o
eficiente contraRizoctonia solanig de pioluteorina  proprio parasitismo através da degradacdo da parede
contraPythium ultimum o mesmo fenémeno foi celular dos fungos fitopatogénicos.

constatado (Howell & Stipanovic, 198Qutro possivel

Tabela 1-Halos de inibi¢cdo do crescimentofelesarium oxysporurh sp.phaseoliem meio B de King induzidos por
rizobactérias fluorescentes do géneseudomonas

Isolado deFusarium Halo
Rizobactéria| ESALQ ESALQ CNPAF CNPAF ENA ENA] médio(mm)
4 5 46 53 563 P358

ENA.4399 5 6 7 3 5 7 5.5 ab
ENA.4400 6 3 5 7 4 5 5.0 ab
ENA.4401 4 4 5 7 5 7 5.3 ab
ENA.4402 3 5 4 5 5 6 4.7 c
ENA.4403 4 5 6 4 5 7 5.2 ab
ENA.4404 6 5 4 8 6 6 5.8 ab
ENA.4405 8 7 5 8 9 3 6.7 ab
ENA.4406 4 5 4 6 7 8 5.7 ab
ENA.4407 6 8 7 4 2 1 4.7 c
ENA.4408 8 7 5 6 3 4 5.5 abc
ENA.4410 5 6 7 5 4 3 5.0 abc
ENA.4411 7 5 4 3 8 7 5.7 abc
ENA.4412 5 7 6 4 2 5 4.8 bc
ENA.4413 11 10 9 7 11 13 12.2 a
ENA.4414 9 7 8 5 10 12 8.5 ab
ENA.4415 8 8 5 6 8 11 7.7 ab
ENA.4416 7 7 7 7 7 10 6.4 abc
ENA.4417 5 5 8 5 5 8 6.0 abc
ENA.4418 8 8 6 9 11 7 8.5 ab
ENA.4419 10 11 13 12 14 15 12.5a
ENA.4429 9 7 5 6 7 5 6.5 abc
ENA.4430 5 8 6 4 5 8 6.0 abc
ENA.4431 7 5 5 9 7 5 6.4 abc
ENA.4432 4 4 8 2 8 7 5.5 abc
ENA.4433 8 7 5 5 5 8 6.4 abc
ENA.4434 6 9 4 7 4 7 6.2 abc
ENA.4435 3 2 7 9 5 5 5.2 abc
ENA.4437 7 5 9 2 7 5 5.8 abc
ENA.4438 8 8 2 5 6 8 6.2 abc
ENA.4439 5 7 4 8 8 7 6.5 abc
ENA.4440 4 5 8 7 8 5 6.2 abc
ENA.4441 7 6 5 5 7 6 6.0 abc
ENA.4442 9 5 4 5 5 5 5.5 abc
ENA.4443 2 9 7 8 6 7 6.5 abc
ENA.4444 5 7 8 7 5 8 6.7 abc
ENA.4446 8 5 5 5 4 5 5.4 abc
ENA.4447 7 7 7 6 7 4 6.4 abc
ENA.4448 5 9 8 5 9 7 7.2 ab
ENA.4449 6 2 7 6 2 9 5.4 abc
ENA.4450 5 5 5 8 7 2 5.4 abc
Média 59A | 6.3A | 6.0A | 57A | 6.3A | 6.7A

Os valores representam médias de 3 repeticdes; médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas
nas colunas e mailsculas na linha néo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.
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Figura 2- Antagonisman vitro de trés rizobactérias fluorescentes do géReemdomonasobre seis isolados de

Fusarium oxysporurfi sp.phaseoli.
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Figura 3- Antagonismo de bactérias fluorescentes do géhseadomonagprovenientes de nodulos radiculares,
raizes e rizosfera de feijoeiro, sobre seis isoladéaidarium oxysporurh sp.phaseoli

Com base nos resultadas vitro, foram
selecionadas duas rizobactérias mais antagonistas (El
4413 e ENA 4419) e uma de menor antagonismo (EN
4414) para um estudo subsequente em casa-c
vegetacao.

2. Experimento em casa-de-vegetacéo

As plantas originadas de sementes na
microbiolizadas e crescendo em solo infestado com
isolado ESALQ 4 deusarium oxysporurfisp.phaseoli

% de folhas
murchas/planta

—O— Controle
—A—ENA 4414

M —0— ENA 4413
—-ENA 4419

8888

&

1 2 3 4 5 6

Periodo de amostragem

desenvolveram sintomas severos da “murcha fusarianafigura 4- Efeito da microbiolizacéo de sementes com

Com 32 dias, a contar da semeadura, 100% das plantas

ja haviam perecido.O isolado ENA 4413 foi o que
mostrou maior nivel de protecéo do feijoeiro contra o
patégeno (Fig. 4 ). Mesmo assim, cerca de 10% das
folhas apresentaram sintomas da doenga
(amarelecimento e murcha), embora sé tenham sido
observados a partir da terceira avaliagdo (Fig. 4).

isolados rizobacterianos dgseudomonas
spp. do grupo fluorescente (ENA 4413, ENA
4414 e ENA 4419) no percentual de folhas
murchas em plantas de feijoeiro (cv. Rosinha)
crescendo em solo artificialmente infestado
comFusarium oxysporurfisp.phaseoli
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O isolado ENA 4419 também foi eficiente, porém promissores e indicam a importancia de pesquisas
sintomas foliares foram detctados na segunda data deituras, que viabilizem o uso de rizobactérias
amostragem. Ja o isolado ENA 4414 apresentou nivdluorescentes do género d&seudomonaso
de protecdo mais baixo contra o patégeno, que chegdaiocontrole da “murcha fusariana” do feijoeiro.

a causar murchamento em até 40% das folhas. De modo

geral, os isolados apresentaram elevado indice de

protecdo, constatando-se, ao final do ensaio, 50, 65 e . .
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