392

BIOCONTROLE DA MELA DO FEIJOEIRO COMUM (Rhizoctonia solani) POR
RIZOBACTERIAS EM CONDICOES DE CAMPO
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Resumo: A mela do feijoeiro € a principal doenca da cultura na Regido Norte do Brasil,
podendo inviabilizar o cultivo de feijdo se as condi¢cdes forem favordveis a doenca. Os
métodos tradicionais ndo tem sido eficientes para controlar a doenga. Assim, neste trabalho,
buscou-se testar oito rizobactérias obtidas de plantios de feijoeiro nos campos experimentais
da Embrapa Rondbnia e previamente selecionadas em casa-de-vegetacdo. Para tanto,
sementes de feijoeiro “Carioca Precoce™ foram microbiolizadas por 12 horas com suspensao
de células de rizobactérias (Assonm=0,4). Em seguida, foram plantadas em campo onde
comumente a mela ocorria, preparado e adubado conforme recomendacdes técnicas para
cultivo de feijoeiro. Como controle utilizou-se sementes embebidas em dgua por 12 horas e
plantas pulverizadas aos 15 e 35 dias apds a emergéncia com azoxistrobina (0,6 g/L). Para
cada tratamento, foram plantadas quatro linhas de quatro metros (15 sementes/metro). A
parcela util foi composta de 20 plantas (dez em cada linha) obtidas das duas linhas centrais. O
delineamento foi de blocos ao acaso com quatro repeticdes. A severidade da doenca foi
avaliada por meio de escala diagramatica de severidade. Com os dados obtidos, determinou-se
a area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD). Dos oito isolados testados, RZ-39,
RZ-53, RZ-60, RZ-26 e RZ-94 foram capazes de reduzir a severidade da doenga quando
comparadas ao controle com dgua. RZ-39 promoveu controle com niveis significativamente
semelhantes ao tratamento com fungicida. Agora, estes isolados encontram-se em fase de
identificacdo e deverao ser testados em diferentes formulacdes para otimizar sua efici€éncia de
controle e sobrevivéncia no campo e em prateleira.

Palavras-chave: Thanatephorus cucumeris, controle bioldgico, rizobactérias.

Abstract: The blight of bean is the main disease of culture in Northern Brazil and could be a
restrictive condition to the cultivation of beans if the conditions are favorable to disease.
Traditional methods have not been effective in controlling the disease. Thus, this study aimed
to test eight rhizobacteria obtained from bean crops in experimental fields at Embrapa
Rondonia previously selected at greenhouse experiments. To this, bean seeds, cv. “Carioca
Precoce' were microbyolized for 12 hours with cell suspension of rhizobacteria (Assonm = 0.4).
They were then planted in a field where blight occurred commonly, prepared and fertilized as
recommended for growing beans. As a control, seeds soaked in water for 12 hours and plants
sprayed at 15 and 35 days after emergence with azoxystrobin (0.6 g / L) were used. For each
treatment, were planted four rows of four meters (15 seeds / meter). A useful parcel consisted
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of 20 plants (ten in each line) obtained from the two central lines. The design was randomized
blocks with four replications. Disease severity was assessed by means of diagrammatic scale
of severity. With these data, we determined the area under the disease progress curve
(AUDPC). Of the eight isolates tested, RZ-39, RZ-53, RZ-60, RZ and RZ-26-94 were able to
reduce the severity of the disease when compared to water control. RZ-39 significantly
promoted control levels similar to fungicide treatment. Now, these isolates are being
identified and should be tested in different formulations to optimize its efficiency and survival
in the control field and shelf.

Keywords: Thanatephorus cucumeris biological control, rhizobacteria.

1. Introducao
O mela ou teia micélica é a principal doenca da cultura do feijoeiro no Estado de

Rondodnia. Devido a esta doenga o Estado vem perdendo espaco para outros Estados no
Ranking nacional de producdo e produtividade. A doenca tem provocado o abandono de
muitas dreas, em especial dos pequenos produtores, que nao dispdem de recursos para investir
em controle quimico. Desta maneira, alternativas ao uso de fungicidas tém sido buscadas.
Dentre todas, o uso de variedades resistentes tem sido a mais buscada, em funcao de, entre
outras coisas, da facilidade de incorporacdo da tecnologia pelos produtores, do custo da
tecnologia e da facilidade de adoc¢do. Entretanto, as buscas por variedades resistentes t€m
sido, até o presente, infrutiferas. Segundo Sartorato & Rava (1994) a procura por genétipos de
feijdo para a regido do trépico umido t€ém sido uma busca constante, face a dificuldade de
obter um unico gendtipo que apresente algum nivel de resisténcia. Associado a isso estd a
questdo cultural dos produtores, que resistem a usar variedades que sejam do Grupo Preto,
adotando aquelas que pertencem mais frequentemente ao grupo Carioca, mais susceptivel.
Algumas variedades lancadas e testadas na regido Amazonica, tidas como resistentes, tem
apresentado elevado grau de susceptibilidade. Dessa maneira, ndo ha até o momento nenhum
genotipo identificado com nivel de resisténcia adequado (Sartorato & Rava,1994). Assim
outras medidas de controle da doenca precisam ser testadas e adotadas.

Os primeiros trabalhos envolvendo a introducdo consciente de antagonistas visando o
controle biolégico de enfermidades de plantas aconteceram no inicio do século XX, nas
décadas de 1920-1940. Assim, Henry (1931), lancou mao de fungos e bactérias de solo
visando controlar Helminthosporium sativum em trigo. Desde entdo, o biocontrole de
enfermidades de plantas tem sido uma das linhas de pesquisa mais trabalhada e investigada

por fitopatologistas de todo 0 mundo.
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Ao se usar um microrganismo como agente de biocontrole, em algumas situagdes, €
possivel que ocorra o controle bioldgico cldssico (Tuzun & Kloepper, 1995), por antagonismo
direto exercido pelo agente de biocontrole sobre o fitopatdgeno, com envolvimento dos
conhecidos mecanismos de antagonismo: producdo de substincias antimicrobianas,
parasitismo direto, competicao por nutrientes e por nichos ecoldgicos.

Outra possibilidade é que ndo ocorra o antagonismo direto e, mesmo assim, o patégeno
esteja sendo controlado. Neste caso, estamos falando dos mecanismos de inducdo de
resisténcia. Essa presun¢do constitui uma dos principais preceitos da fitopatologia, onde se
assume que a suscetibilidade é excecdo, uma vez que os mecanismos de defesa de plantas sao
muito eficientes e podem ser ativados quando ndo houver co-evolucdo do patégeno com o seu
hospedeiro natural (Agrios, 2005).

Algumas bactérias habitam a rizosfera, e, ou, o rizoplano de plantas e nesses locais
sobrevivem e se protegem da acdo antagonistica da microbiota do solo circundante. Em sua
associacdo com as plantas, as rizobactérias benéficas, internacionalmente conhecidas como
PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria), podem promover crescimento ou induzir
resisténcia a multiplos patégenos, através de um fendmeno denominado RSI (Resisténcia
Sistémica Induzida). Assim sendo, as PGPR podem ser (e t€ém sido) usadas para fins
agrondmicos, no controle de enfermidades de plantas por indugdo de resisténcia. (Chen et al. ,
1996; Romeiro et al., 2000).

E fato conhecido que a dispensa de rizobactérias especificamente selecionadas para tal
fim, na rizosfera da planta que se deseja proteger, promove controle de multiplas
enfermidades (Hoffland Et al. , 1997; Chen et al. , 1996; Kloepper et al. , 1997). Muitas vezes
ocorre o controle bioldgico cldssico por antagonismo direto exercido pela PGPR contra o
fitopatogeno (Tuzun & Kloepper, 1995). Mas h4 situagdes cientificamente descritas em que
antibiose e antagonismo apenas nio explicam o controle bioldgico exercido (Loon et al. ,
1998). Em outras palavras, a presenca da rizobactéria na rizosfera torna toda a planta,
inclusive a parte aérea, mais resistente a patdgenos. Nos dias atuais, assume-se que quando a
PGPR coloniza o sistema radicular, moléculas constituintes da célula bacteriana ou por ela
sintetizadas atuam como eliciadores de sinais bioquimicos, provavelmente jasminatos ou
etileno (Pieterse et al. , 2001; Loon et al. , 1998). Esse sinal transloca-se até sitios distantes do
local de sua génese, genes que codificam para a sintese de componentes da resisténcia sdo

ativados e esta é expressa (Loon Et al. , 1998; Sticher et al., 1997). O mesmo pode ser
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observado quando se trata de microrganismos que habitam o filoplano. Recentemente,
Halfeld-Vieira et al, 2006 demonstrou que Bacillus cereus, isolado do filoplano de tomateiros
sadios poderia estar atuando como indutor de resisténcia sistémica contra diferentes patégenos
da cultura. O mesmo foi observado por Vieira-Jinior (2005), que obteve bactérias de
filoplano sadia de feijoeiro e essas induziram a resisténcia contra ferrugem, antracnose,
crestamento bacteriano e a mancha-angular.

Ademais, na agricultura atual, a busca por produtos de origem natural corre paralelamente
a busca por produtos sintéticos que sejam menos danosos ao ambiente e que apresentem um
amplo espectro de controle. Esses produtos sdo conhecidos como fungicidas de quarta
geracdo, indutores de resisténcia sist€émica ou eliciadores de resisténcia. Esse mecanismo
complexo envolve a ativacao nas plantas de mecanismos latentes de resisténcia.

Essas substancias funcionam ativando diversos mecanismos de defesa vegetal, em rotas
metabodlicas diferentes daquelas que sdo ativadas pelos microrganismos indutores de
resisténcia. A resisténcia sistémica adquirida ocorre quando a planta “percebe” a presenca do
eliciador abidtico. Essa “percepcdo” se da quando as moléculas do eliciador se ligam a
moléculas receptoras, presentes na membrana plasmdtica da célula vegetal. (Sobrinho et al.
2005). Dessa ligacdo, resulta a sintese de proteinas relacionadas a patogénese (as PR -
proteinas) e fitoalexinas. Algumas dessas proteinas ja sdo conhecidas como a B-1,3glucanase
e a quitinase, que atuam degradando a parede celular de fungos (Vieira-Janior, 2005).

Virios agentes podem atuar como eliciadores de indugdo de resisténcia sistémica, desde
moléculas simples a compostos de natureza complexa. Dentre estes pode-se citar como
exemplo o Acibenzolar-S-metil (ASM), écido salicilico, quitosana, silicio, etileno, alguns
jasmonatos, Messenger®, Elexa®, entre outros.

Alguns relatos demonstram a eficiéncia desses compostos nos mais diversos
patossistemas. Martinez et al.,( 2000) demonstraram a eficiéncia do &cido salicilico no
controle do Tobacco mosaic virus em fumo, onde os autores atribuiram seu efeito a de um
sinalizador remoto de resisténcia. Latunde-Dada e Lucas (2001) comprovaram que o ASM foi
capaz de induzir resisténcia em plantas de feijao-caupi contra a antracnose. O dcido jasmonico
foi capaz de induzir resisténcia em plantas de trigo contra a ferrugem do colmo (Sticher et al,
1997). Rodrigues e Datnoff (2007) demonstraram que o silicio € capaz de induzir resisténcia
em diversas plantas, especialmente aquelas que tendem a acumuld-lo em maior quantidade

nos seus tecidos como as gramineas.
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2. Metodologia
No presente trabalho buscou selecionar o melhor isolado em condi¢des de campo, na qual
foi avaliado oito isolados. Estes foram os melhores isolados de 150 avaliado in vitro e em

vivo em casa de vegetacao.

2.1 - Ensaios para re-testagem dos melhores isolados selecionados in vivo em casa-de-
vegetacao

Para a selecio massal dos 10 melhores antagonistas, as sementes de feijoeiro foram
embebidas durante 12 horas numa suspensdo de células ajustada numa concentracdo (Asag)
igual a 0,4 (microbioliza¢do). As plantas emergidas foram utilizadas, com 10 dias apds a
emergéncia, plantados individualmente, em copos plasticos de 300 mL. Utilizou-se como
controles o fungicida azoxistrobina (0,6g/L; na dose comercial), e dgua. As plantas foram
mantidas em casa de vegetagdo, com irrigacdo apenas do substrato. Apds quatro dias,
inoculou-se por aspersdo uma suspensido de células do patégeno em fase exponencial de
cultivo (1,5 x 10* fragmentos/mL), sobre as folhas das plantas e estas foram levadas para
camara de nevoeiro, onde permaneceram por 24h. Em seguida, as plantas foram mantidas em
casa de vegetacdo até o aparecimento dos primeiros sintomas, a partir dos quais, determinou-
se a severidade da doenca pelo uso de uma escala diagramatica de severidade. Aquelas que

mantiveram os efeitos de controle foram testadas a campo.

2.2 - Ensaios em Campo

Neste ensaio, buscou-se testar oito rizobactérias previamente selecionadas em casa-de-
vegetacdo. Para tanto, sementes de feijoeiro “Carioca Precoce™ foram microbiolizadas por 12
horas com suspensdo de células de rizobactérias (Assnm=0,4). Em seguida, foram plantadas
em campo onde comumente a mela ocorria, preparado e adubado conforme recomendagdes
técnicas para cultivo de feijoeiro. Como controle utilizou-se sementes embebidas em dgua por
12 horas e plantas pulverizadas aos 15 e 35 dias apés a emergéncia com azoxistrobina (0,6
g/L). Para cada tratamento, foram plantadas quatro linhas de quatro metros (15
sementes/metro). A parcela util foi composta de 20 plantas (dez em cada linha) obtidas das
duas linhas centrais. O delineamento foi de blocos ao acaso com quatro repetigdes. A

severidade da doencga foi avaliada por meio de escala diagramatica de severidade.
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3. Resultados e discussao

Com os dados obtidos, determinou-se a drea abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD). Dos oito isolados testados em campo, RZ-39, RZ-60, RZ-53, RZ-26 e RZ-94
foram os tratamentos mais capazes de reduzir a severidade da doenga quando comparadas ao
controle com 4gua (Figura 1). Estes resultados confirmaram aqueles obtidos em casa-de-
vegetacdo. Dentre os oito melhores isolados selecionados, estd o tratamento RZ-39 que
promoveu controle com niveis significativamente semelhantes ao tratamento com fungicida.
Antunes Junior (2010) demonstrou que o controle da doenca foi promovido por mecanismos
envolvidos no antagonismo direto destas rizobactérias e pela producdo de compostos volateis.
Oliveira, (2010) trabalhando com as mesmas rizobactérias, porém com enfoque em atividade
de promocdo de crescimento de plantas demonstrou que estes isolados de rizobactérias podem
atuar como promotoras de crescimento de plantas, aumentando a produtividade, o teor de
clorofila, aumento da drea foliar e da matéria seca de parte aérea e de raizes.. Esse dado se
assemelha muito ao que foi sugerido por Schroth & Hancock (1981), os quais relatam que,
das rizobactérias que constituem a microbiota do solo, que possuem efeitos benéficos, sao da
ordem de 2 a 5% do total. Porém, Chen et al. (1996) descreve que apenas 0,6% sao benéficas.

Dos 150 isolados selecionados, apenas as anteriormente citadas foram capazes de
promover o controle e um nimero ainda menor, dentre estas ambos 0s mecanismos (controle

de doengas e promocao de crescimnto).
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Fig. 1. Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) da severidade da mela de
feijoeiro microbiolizados com rizobactérias.
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4. Conclusoes

O Controle biologico de doengas é uma alternativa real para o manejo da mela do
feijoeiro. Esses resultados aqui apresentados demonstram que os isolados de rizobactérias
induziram resisténcia a planta contra o fungo Rhizoctonia solani, promovendo controle
bioldgico. Agora, estes isolados encontram-se em fase de identificacdo e deverdo ser testados
em diferentes formulacdes para otimizar sua eficiéncia de controle e sobrevivéncia no campo
e em prateleira.
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