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Resumo - Virias condi¢des ambientais limitam a
fixagdo simbidtica do N, pelo feijoeiro. Por ser uma
cultura muito utilizada por pequenos agricultores, as
adubacdes nitrogenada e fosfatada ndio sdo feitas de
forma adequadas, resultando na maioria das vezes em
queda da produtividade. A utilizagdo de rizobactérias
promotoras do crescimento de planta (RPCP) tem
surgido como técnica promissora para aumentar a
produtividade do feijoeiro. Este trabalho teve como
objetivo isolar RPCPs com capacidade para solubilizar
fosfato e também como antagdnicas a determinadas
doencas do feijoeiro. Das 172 bactérias isoladas apenas
23 mostraram-se capazes de solubilizar fosfato em
meio de cultura. No teste de antagonismo, somente o
isolado T62 mostrou potencial para controle da
antracnose (C.lindemuthianum) e da murcha do
fusarium (Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli).
Palavras-Chave: solubilizacao de fosfato,
antagonismo, Phaseolus vulgaris L.

INTRODUCAO

Durante as ultimas décadas, o uso de rizobactérias
promotoras do crescimento de plantas (RPCP) tem
aumentado significativamente em vdérias partes do
mundo, resultando em aumento expressivo no
crescimento e rendimento de culturas importantes
agronomicamente (Chen et al., 1994; Amara e Dahdoh,
1997; Asghar et al., 2002; Silva et al, 2006). Estudos
t&ém também demonstrado que a habilidade de algumas
bactérias para promover o crescimento ¢ altamente
especifica para certas espécies, cultivares e gendtipos
de plantas (Bashan, 1998). A co-inocula¢do de RPCP e
estirpes de rizébios tem também demonstrado que
rizobactérias podem influenciar de forma positiva na
fixacdo bioldgica do nitrogénio em algumas
leguminosas (Figueiredo et al., 2008; Dardanelli et al.,
2008). A fixagcdo do N, em leguminosas € um processo
que requer fésforo. Nédulos de plantas adequadamente
supridas com P t€m maior concentracdo deste elemento
do que a parte aérea e raiz, podendo conter até 1,5% do
P total da planta (Schulze et al., 2006). No caso do
feijoeiro, vérios estudos t€m sido realizados no sentido
de identificar estirpes eficientes e competitivas de
rizébio capazes de suprir os requerimentos nutricionais
da planta. No campo, porém, a fixac¢do bioldgica do N,
tem demonstrado certa instabilidade (Mostasso et al.,
2002; Hafeez et al., 2005). Embora nos ultimos 20 anos

tem-se verificado maior interesse por parte de grandes
produtores, na cultura do feijdo, ela é normalmente
cultivada por pequenos produtores, que muitas vezes nio
utilizam as tecnologias disponiveis para obtencdo de altos
rendimentos,  principalmente  irrigacdo,  adubagdo
nitrogenada e fosfatada.

Este trabalho tem como objetivo isolar RPCPs da
rizosfera do feijoeiro e seleciond-las de acordo com
algumas caracteristicas como capacidade para solubilizar
fosfato e antagonismo a alguns fungos causadores de
doencas. A obtencdo destes microrganismos visa a sele¢ao
de bactérias que possam, ao ser inoculadas no feijoeiro, na
presencga ou nao de estirpes eficientes de rizobio, aumentar
a produtividade dessa cultura.

MATERIAL E METODOS

Isolamento de bactérias da rizosfera do feijoeiro

Phaseolus vulgaris L. cv. Alvorada foi cultivado em
sete solos com diferentes caracteristicas quimicas e fisicas.
Em trés vasos de cada tipo de solo foi semeado com feijao.
Trinta e quatro dias apds a emergéncia, duas plantas foram
arrancadas e amostras de solo rizosférico foram coletadas.
No periodo de florescimento, o solo da rizosfera da terceira
repeticdo foi coletado. Para isolar as bactérias do solo
rizosférico, as raizes foram imersas em 90 mL de uma
solugdo de MgSO, e diluido até 10°. Foram feitas trés
repeticdes para cada diluicdo, utilizando-se trés meios de
cultura: Meio de King (g L™': peptone, 5; MgSO,. 7H0,
0.75; K,HPO,, 0.75; agar 7.0; glicerina 5 ml), meio
tripcase soya agar (TSA,15g L") e meio dgar nutriente
(NA, 8g L™"). Os isolados obtidos foram verificados quanto
a pureza pelo método das estrias. As bactérias isoladas
foram armazenadas a 5°C, em 6leo mineral.

Atividade de solubilizacdo de fosfato e capacidade
antagonica a determinados patégenos

A selecdo de bactérias solubilizadoras de fosfato foi
inicialmente feita como descrito por Sylvester-Bradley et
al (1982), com algumas modifica¢cdes. O meio de cultura
utilizado foi o que se segue (g L™): glicose - 10; extrato de
levedura- 2; MgSO, - 0,25; KCl -0,2; NaCl -0,1; agar -20.
O meio foi suplementado com duas solugdes: a solugdo A -
feita adicionando-se 5g de K,HPO, a 50 mL de dgua e a
solucdo B- adicionando-se 10g de CaCl, a 100 mL de
dgua. O pH final foi ajustado para 6,5-7,0. Bactérias
solubilizadoras de fosfato foram identificadas pela
formacdo de um halo claro em torno das colonias, apds
sete dias de incubacdo a 30°C. O teste de antagonismo foi
feito pelo método quadriculado, ou seja, o fungo foi
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colocado no centro da placa contendo o meio BDA
(batata-dextrose-dgar) e a bactéria a ser testada foi
colocada em quatro pontos formando uma cruz. Foram
utilizados neste teste os isolados que formaram halo no
teste de solubilizacdo de fosfato. Dois patégenos foram
testados: Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. e
Magnus) Lams. — Scrib - causador da antracnose e o
Fusarium oxysporum Schlecht. f.sp. phaseoli Kendrick
& Snyder -causador da murcha de fusdrio. As bactérias
que ndo permitiram o crescimento dos fungos foram
consideradas microrganismos com potencial para
utilizacdo no controle dessas doencas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isoladas 102 bactérias no meio TSA, 77 no
meio de King e 35 no meio dgar nutriente, num total de
172 isolados. Todas essas bactérias foram testadas para
solubilizacdo de fosfato em meio de cultura s6lido. As
bactérias que formaram halo foram selecionadas para
testes posteriores. Esses isolados constam na tabela 1.
A capacidade antagdnica aos patdégenos C.
lindemuthianum e Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli
variou bastante entre os 22 isolados com potencial para
solubilizar fosfato (Tabela 2). Somente o isolado T62
teve um efeito negativo sobre o crescimento dos dois
fungos patogénicos (Figura 1). Carvalho et al. (2011)
demonstrou que seis isolados de T. harzianum
possuiam potencial como antagonistas contra F.
oxysporum f.sp. phaseoli. A produgdo de metabdlitos
voléteis seria o mecanismo de acdo comum a todos
esses isolados. A antracnose [Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc. e Magnus) Lams. — Scrib] é
considerada uma das mais graves doengas que atingem
o feijoeiro no Brasil, principalmente em localidades
com baixa temperatura e alta umidade relativa do ar
(Maringoni e Barros, 2002). Segundo Corréa et al.
(2008), o isolado DFs912 apresenta caracteristicas que
também possibilitam o seu uso em programas de
controle biolégico de C. lindemuthianum.

O fato de as estirpes apresentarem diferentes
capacidades para solubilizar fosfato e antagonismo aos
fungos F. oxysporum fsp. phaseoli e C.
lindemuthianum pode ter importantes implicagdes na
formulagdo de inoculantes, uma vez que vdrias
caracteristicas de promocao de crescimento da planta
podem estar associadas a um tnico isolado.

Todos os isolados que demonstraram capacidade
para solubilizar fosfato serdo submetidos a outros
testes como a producdo da deaminase do ACC,
producdo de sideréforos, producdo de hormdnios e
quantificagdo da producdo de fosfato em meio de
cultura liquido. Aqueles que apresentarem o maior
nimero de caracteristicas relacionadas a promocdo de
crescimento da planta serdo utilizados em
experimentos com planta do feijdo, na presenga nao de
rizébios considerados eficientes para essa cultura.

CONCLUSOES

1. O isolado T62 mostrou-se promissor para ser
utilizado em programas de inoculacdo do feijoeiro,
objetivando melhor rendimento da cultura e, portanto,
estd sendo submetido a outros testes.

Tabela 1. Isolados bacterianos
potencial para solubilizar fosfato
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que apresentaram

Isolados bacterianos com potencial para solubilizar

fosfato
Meio TSA Meio King Meio AN

T8 K24 AN2
T20 K35 AN7
T25 K55 AN20
T28 K65 AN24
T49 K71 AN25
T69 AN30
T62 AN32
T79
T89
T102

Tabela 2. Isolados bacterianos com potencial antagdnico
contra as doengas antracnose € murcha de fusarium

Isolados

Doencas

bacterianos

Antracnose
(C.lindemuthianum)

Murcha do
fusario (Fusarium
oxysporum f.sp.
phaseoli)

AN2
AN7
AN20
AN24
AN25
AN30
AN32
K24
K35
K55
K65
K71
T8
T20
T25
T28
T49
T62
T69
T79
T89
T102

+, efeito positivo sobre a doenga; - efeito negativo sobre a doenca. As
bactérias isoladas no meio dgar nutriente, meio de King e meio TSA
receberam as denominacdes AS, K e T, respectivamente.
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Figura 1. Efeito do isolado T62 sobre o fungo
causador da antracnose Colletotrichum
lindemuthianum (A), tratamento controle do fungo
C. lindemuthianum (C), murcha de fusario
Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli e o isolado
T62 (B) e tratamento controle do fungo
F.oxysporum f.sp. phaseoli (D).
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