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INFLUENCIA DA M!CROBIOLIZACAO DE SEMENTES DE FEIJAO SOBRE A
TRANSMISSAO DE Colletotrichum lindemuthianum (Saac e Magn.)*
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JAQUELINE TAVARES SCHAFERS; JULIANE LUDWIG.

RESUMO - Isolados de Pseudomonas veronii (DFs513), Bacillus spp. (DFs093 e DFs348),
Bacillus cereus (DFs769), Rodhococcus fascians (DFs843 e DFs912) e Pseudomonas fluorescens
(DFs831 e DFs842), selecionados para o controle de Xanthomonas axonopdis pv. phaseoli, bem
como a combinagdo de alguns destes isolados bacterianos, foram avaliados quanto a possivel
influéncia sobre a transmissdo de Colletotrichum lindemuthianum para plantulas de feijdo, a partir
de sementes naturalmente infectadas e/ou infestadas. Sementes de dois lotes foram microbiolizadas
com suspensdes dos biocontroladores, sendo que no primeiro ensaio, em rolo de papel, realizou-se a
semeadura com oito repeti¢des de 25 sementes, incubadas a 20 + 2°C. Os percentuais de germinacao
das sementes e incidéncia do patégeno foram avaliados. Em um segundo ensaio avaliou-se a
transmisséo do patdgeno para a planta em ensaio conduzido em substrato esterilizado, incubadas por
10 dias. Realizaram-se contagens diarias das plantulas emergidas, incidéncia do patdgeno, massa seca
das folhas e raizes. Para a antibiose in vitro, um isolado de C. lindemuthianum foi confrontado com os
isolados biocontroladores. Todos os tratamentos proporcionam aumentos de massa foliar e radicular,
tanto considerando o nimero total quanto por planta. Os isolados, DFs831, DFs842, DFs843 e
DFs912 produzem antibioticos em testes in vitro. Todos os tratamentos possibilitaram a reducédo
da transmissao de C. lindemuthianum para plantas em pelo menos um dos ensaios. Porém, o isolado
DFs912 (Rhodococcus fascians) destaca-se, por apresentar em todos os experimentos reducdes da
transmissao que variam de 40 a 67%.

Termos para indexagdo: microbiolizagdo de sementes, controle biolégico, crestamento bacteriano
comum, antracnose.

INFLUENCE OF BEAN SEED MICROBIOLIZATION ON THE TRANSMISSION OF
Colletotrichum lindemuthianum (Saac e Magn.)

ABSTRACT - Isolates of Pseudomonas veronii (DFs513), Bacillus spp. (DFs093 and DFs348),
Bacillus cereus (DFs769), Rodhococcus fascians (DFs843 and DFs912) and Pseudomonas
fluorescens (DFs831 and DFs842), selected for Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli control,
and a combination of some of these bacteria isolates, were evaluated for possible influence on
Colletotrichum lindemuthianum transmission from naturally infected and/or infested bean seeds to
seedlings. In the first trial, using the paper roll method, seeds were sown in eight replications of
25 seeds that were incubated at 20 £ 2°C. Germination percentage and pathogen incidence were
evaluated. In the second trial, pathogen transmission to seedlings was evaluated in sterile substratum
and incubated for 10 days. Daily emerged seedlings, pathogen incidence, leaf and root dry mass were
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determined. An isolate of C. lindemuthianum was used against the biocontroller isolates to evaluate
in vitro antibiosis. All of the treatments reduced C. lindemuthianum transmission to seedlings in at
least one of the trials. However, isolate DFs912 (Rhodococcus fascians) was shown to be important
and presented reductions in transmission that varied from 40 to 67% in all of the experiments. All the
treatments promoted leaf and root mass increase on total number or on the number per plant. Results
in vitro showed that isolates DFs831, DFs842, DFs843 and DFs912 produced antibiotic compounds.

Index terms: Seed microbiolization, biological control, common bacterial blight, anthracnose.

INTRODUCAO

A antracnose [Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. e
Magnus) Lams. — Scrib] é considerada uma das mais graves
doencas que atingem o feijoeiro no Brasil, principalmente em
localidades com baixa temperatura e alta umidade relativa do
ar (Maringoni e Barros, 2002). A semente é primordial para
a sobrevivéncia do patéogeno, sendo também um dos meios
mais eficientes para a introdu¢ao e disseminagao deste agente
a longas distancias (Vieira, 1988). Através dela, o patdgeno
pode ser introduzido em areas isentas de doenca, bem como ter
seu indculo aumentado, em areas contaminadas, pelo plantio
consecutivo de sementes infestadas/infectadas (Vechiato
et al., 1997; Sartori et al., 2004). Uso de sementes em boas
condi¢des sanitarias evita a disseminacdo do patdgeno para
outras areas, a transmissdo de doencas para plantas, além de
contribuir para uma maior densidade populacional inicial da
lavoura (Sartori et al., 2004; Vieira, 1988).

Canteri et al. (1999) indicaram a utilizacdo de sementes
sadias, livres do patdgeno, a aplicacdo de fungicidas, rotacdo
de culturas e a utilizacdo de variedades resistentes para o
controle da antracnose. Além destes requisitos, Cardoso
(1997) e Luz (1993) incluiram aaplicagdo de microrganismaos,
como uma ferramenta com potencial para o controle de
fitopatdgenos, utilizada no tratamento das sementes.

Neste intuito, o presente estudo objetivou avaliar isolados

biocontroladores da bactéria Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli, isoladamente e em combinacdo quanto a
seus possiveis efeitos sobre a transmissdo para plantulas
de Colletotrichum lindemuthianum presentes em sementes
feijdo naturalmente infestadas/infectadas, quando utilizados
na microbiolizacdo das sementes.

MATERIAL E METODOS

Microbiolizacéo das sementes

Foram utilizados dois lotes de sementes de feijao,
cultivares BRS Valente (Lote A) e Lider (Lote B), com 45 e
73% de infestacao/infecc¢do inicial, respectivamente.

Os isolados bacterianos utilizados (Tabela 1) foram
selecionados para biocontrole de Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli (Zanatta, 2004) e cultivados em meio 523 de
Kado e Heskett (1970) por 24 horas. Suspensfes foram
preparadas emsolugdo salina (NaCl0,85%)eas concentragdes
ajustadas para OD,, = 0,50. Para constituicdo das misturas
foram adicionados 20mL de cadaisolado (DFs093+769+831;
DFs093+769+842 e DFs769+348+831) cujas concentraces
também foram individualmente ajustadas para OD,, = 0,50,
constituindo, respectivamente, as combinacdes M01, M02 e
MO3.

TABELA 1. Tratamentos utilizados na microbiolizacio das sementes dos dois lotes de feijao

Tratamentos Identificacio” Habitat
DFs093 Bacillus spp. Solo sob cultivo de feijéo
DFs348 Bacillus spp. Filoplano de cebola
DFs513 Pseudomonas veronii Tunica de cebola
DFs769 Bacillus cereus Vagem de feijéo
DFs831 Pseudomonas fluorescens Solo rizosférico feijao
DFs842 Pseudomonas fluorescens Folha de feijéo
DFs843 Rhodococcus fascians Folha de feijao
DFS912 Rhodococcus fascians Folha de feijéo

“MO01:DFs093+769+831
“*M02: DFs093+769+842
“MO03:DFs093+348+831

*Determinados por sequenciamento do gene 16S rDNA (dados nao publicados)

**Combinacao dos isolados

Revista Brasileira de Sementes, vol. 30, n® 2, p.156-163, 2008



158 B. O. CORREA et al.

As sementes foram agitadas, em agitador orbital a 130
rpm, a 10°C pelo periodo de cinco horas. Como testemunhas,
foram utilizadas sementes imersas em solucao salina (NaCl
0,85%) e agitadas por cinco horas.

Quantificacao de Colletotrichum lindemuthianum
em lotes de sementes de feijao sobre rolo de papel

A metodologia utilizada para deteccdo do patdégeno
foi rolo de papel (Brasil, 1992). Foram utilizadas, para cada
lote, 200 sementes para cada tratamento, microbiolizando-
as de acordo com o item anterior. O ensaio foi montado
em oito repeticdes de 25 sementes distribuidas entre duas
folhas de papel germitest, umedecidas com agua destilada.
Apos, os rolos foram acondicionados em sacos pléasticos
transparentes, incubados em germinador regulado para 20 +
2°C e fotoperiodo de 12 horas.

Foram consideradas sementes infestadas/infectadas
as que apresentavam sintomas caracteristicos como: lesdes
escuras nos coltilédones que originavam plantulas com lesdes
no hipocotilo, nos peciolos e na superficie abaxial das folhas
e nas nervuras. As avaliagdes foram realizadas ap6s 12 dias
de incubacdo, sendo calculada a porcentagem de germinacgao
das sementes e incidéncia de C. lindemuthianum, em relagdo
a testemunha.

Quantificacdo da transmissio de Colletotrichum
lindemuthianum para plantulas

As sementes, para esta avaliagdo, foram
microbiolizadas com suspensfes dos isolados bem como
suas respectivas combinacdes conforme a Tabela 1, sendo
que para cada um dos tratamentos foram utilizadas 25
sementes, distribuidas individualmente em copos plasticos
com capacidade para 50mL, contendo substrato comercial
esterilizado. Os copos foram acondicionados em caixas
plasticas, fechadas com filme plastico transparente
constituindo uma cdmara Umida e incubadas sob luz
fluorescente continua. Cada caixa representou uma parcela
experimental. O delineamento experimental foi de blocos
ao acaso com quatro repeticBes. Neste ensaio, foi avaliada
germinacdo diaria e total e o indice de velocidade de
emergéncia (Nakagawa, 1999).

Apobs dez dias de incubacdo, procedeu-se a avaliacdo
da transmisséo, observando-se sintomas de lesdes escuras
nos cotilédones, que originavam plantulas com lesdes no
hipocaétilo. Para avaliacdo da massa seca das folhas, realizou-
se corte destas na altura do peciolo. O restante da planta
foi retirado dos vasos, sendo o sistema radicular separado
a altura do colo e lavado em agua corrente. Tanto folhas,
quanto raizes foram acondicionadas em sacos de papel e
submetidas a secagem por 96 h em estufa regulada a 60°C,
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para determinacdo da massa seca.

As sementes ndo germinadas foram retiradas do
substrato e lavadas em agua corrente e em agua destilada.
Posteriormente, as sementes foram avaliadas quanto a
presenca de C. lindemuthianum, submetendo-as ao teste
do papel filtro (Brasil, 1995) sendo incubadas em sala
climatizada por um periodo de sete dias a 22 + 2°C, sob
fotoperiodo de 12h. As avaliagbes foram efetuadas com
auxilio de microscopio estereoscépico e microscopio optico,
apos sete dias de incubacéo. Os resultados foram expressos
em porcentagem em relagédo a testemunha.

Antagonismo in vitro contra
lindemuthianum

O patogeno utilizado neste ensaio foi isolado dos
cotilédones das plantulas, com sintomas caracteristicos de
antracnose ap0s as avaliacGes do ensaio anterior.

Os sete isolados biocontroladores DFs093, DFs513,
DFs769, DFs831, DFs842, DFs843 e DFs912, foram
cultivados em meio liquido de 523 Kado e Heskett (1970) por
periodo de 72 ha28°C. Posteriormente, foi centrifugado 1 mL
de cada cultivo por 15 minutos em rotacdo correspondente a
forgade 10.000 g. O sobrenadante foi retirado e submetido ao
banho de ultrasom (Ultrasonic Cleaner 1440D) pelo periodo
de 20 min. para o rompimento das células bacterianas,
presentes ainda nos cultivos, obtendo-se assim, liquido
contendo substancias metabdlicas e substancias intracelulares
de cada isolado bacteriano. A parte, foram vertidos 10mL de
meio BDA em placas de Petri. Apos solidificagdo do meio,
utilizando vasador de 5 mm de didmetro, foram retirados
discos do meio formando quatro orificios eqlidistantes nos
bordos das placas. Foram adicionados, aos orificios, 20
uL do liquido formado por metabdlitos de cada isolado. A
seguir, depositou-se um disco de 5 mm de C. lidemuthianum
no centro de cada placa. Como testemunha, um disco de
micélio foi depositado em placa contendo BDA sem liquido
metabdlito. As placas foram incubadas a temperatura de 21+
2°C por 14 dias. A avaliagéo ocorreu quando o crescimento
micelial da testemunha atingiu o bordo das placas. Neste
ensaio foram realizadas quatro repeti¢fes para cada isolado
bacteriano.

Observou-se presenca ou ndo de um halo de inibi¢do do
crescimento micelial do patégeno pela acdo de compostos
produzidos pelos isolados biocontroladores.

Colletotrichum

Anélises estatisticas

Os dados dos ensaios em rolo de papel e transmissao
para plantas, foram submetidos a analise de variancia e
as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
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probabilidade.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Em rolo de papel, no lote A, observou-se trés
niveis de controle, sendo o superior proporcionado pela
combinagdo M03 (100%) e o intermediario, pelos isolados
DFs513, DFs842, DFs912 e a combinacdo M02. No entanto,
somente a combinacdo M03 promoveu também incremento
na germinagdo das sementes (73%) dentre os tratamentos

que reduziram a incidéncia de C. lindemuthianum. Por outro
lado, os isolados DFs093, DFs769, DFs831 que aumentaram
a germinacdo, ndo atuaram no controle do patégeno. Para o
lote B, também houve mesma estratificacdo em relacdo ao
controle (Figura 1B), porém os tratamentos foram menos
eficientes, provavelmente devido a condigao sanitaria do lote.
A combinagdo M03 destacou-se novamente, proporcionando
91% de controle do patogeno, seguida dos isolados DFs912
e DFs843.Ndao houve efeito positivo na germinagao.

FIGURA 1. Germinacio e incidéncia de Colletotrichum lindemuthianum em plantas de feijao oriundas de sementes
microbiolizadas com isolados biocontroladores, sobre rolo de papel para os lotes A e B. Dados expressos
em relacdo a testemunha (100%). Letras iguais entre os tratamentos, para cada lote, nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knot a 0,5% de probabilidade.
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Foi possivel verificar a reducdo da transmissdo do
patégeno para plantulas, proporcionada por oito dos dez
tratamentos bacterianos testados. Os isolados DFs912
e DFs843, bem como a combinagdo MOL1 apresentaram

comportamento  estatisticamente superior, reduzindo a
transmissao do patdégeno em até 67% (Figura 2A). Para o lote
B (Figura 2B), os tratamentos com efeito sobre o patégeno
foram DFs831 e DFs912 (40%).

FIGURA 2. Incidéncia de antracnose, geminac¢ao e indice de velocidade de emergéncia (IVE) de plantulas de feijao
oriundas de sementes de feijao microbiolizadas com isolados biocontroladores para os lotes A e B. Dados
expressos em relacio a testemunha (100%). Letras iguais entre os tratamentos, para cada lote, nio diferem
estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knot a 0,5% de probabilidade.
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Alguns tratamentos permitiram aumento na porcentagem
de germinagdo, embora maior intensidade de efeitos tenha
sido observado para o IVE, principalmente no lote B. A
combinacdo MO3 se destacou para aumento de percentual
de germinagdo e os tratamentos bacterianos DFs831, MO1 e
MO2 para velocidade de emergéncia em ambos os lotes. As
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avaliacOes de massa seca, radicular e foliar, tanto no total de
plantas, quanto por planta, foram superiores no lote A.

Com relagéo as sementes ndo germinadas, do ensaio em
substrato esterilizado, foi observada alta incidéncia de fungos
dos géneros Aspergillus € Penicillium, além de crescimento
bacteriano para todos os tratamentos.
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FIGURA 3. Massa seca das folhas (MSF) e massa seca das raizes (MSR) total e por niumero de plantas em relacio a
testemunha, para os lotes A e B. Dados expressos em relacio a testemunha (100%). Letras iguais entre
os tratamentos, para cada lote, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knot a 0,5% de
probabilidade.
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Nos testes in vitro, quatro isolados inibiram C. De modo geral, todos os tratamentos proporcionaram

lindemuthianum. Os isolados com resultados positivos  reducdo de transmissdo do patdgeno presente na semente

pertencem aos géneros Pseudomonas (DFs831 e DFsg842) e para plantula, controlando C. lindemuthianum em pelo
Rhodococcus (DFs843 e DFs912). menos uma das situagbes avaliadas. Porém, somente o
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isolado DFs912 (Rhodococcus fascians) (variando entre 40
e 67% de controle) propiciou reducdes para os dois lotes de
sementes em ambos 0s ensaios.

A estratégia de introduzir microrganismos nas sementes
infestadas/infectadas, tanto natural quanto artificialmente,
visando a reducdo da transmissdo de patégenos, € uma
alternativa explorada com sucesso. Fessehaie e Walcott
(2005) mostraram que microbiolizando sementes de melancia
com um isolado Acidovorax avenae subsp. avenae ou de
Pseudomonas fluorescens, hd redugdo da transmissdo para
plantulas da bactéria patogénica Acidovorax avenae subsp.
citruli previamente inoculada nas sementes. O mesmo foi
estudado por Hervaz et al. (1998) com Bacillus subtillis e
Trichoderma harzianum, utilizados isoladamente ou em
combinacdo para microbiolizar sementes, reduzindo a
transmissdo de Fusarium oxysporum f. sp. ciceris.

A combinacdo de agentes de biocontrole é uma opgéo
que proporciona no controle biolégico, maior estabilidade,
devido ao espectro de acdo dos isolados tornar-se amplo
(Boer et al., 2003; Guetsky et al., 2001; Elad et al., 1994).
Porém, algumas misturas ndo atendem a esta caracteristica,
como no caso do presente trabalho, onde as combinagGes
utilizadas ndo proporcionaram estabilidade com relacdo aos
resultados encontrados nos diferentes ensaios. Entretanto,
pode-se aventar que outras combinacfes entre os isolados
possam apresentar melhor desempenho no controle de C.
lindemuthianum. Resultados como os encontrados neste
trabalho para combinacBGes de diferentes isolados foram
observados também em plantas de grdo de bico originadas
de sementes microbiolizadas com a combinacdo Bacillus
subtillis e Fusarium oxysporum (nao patogénico), que
resultaram em aumentos na intensidade dos sintomas
guando comparados, aos tratamentos destas espécies quando
utilizadas separadamente (Hervaz et al., 1998).

A promogdo de crescimento que o0s antagonistas
apresentaram, em especial, acimulo de massa foliar e
radicular é comportamento conhecido em diversas espécies
vegetais: pepino (Melo e Valarini, 1995), tomate (Moura
e Romeiro, 2000), milho (Lucon e Melo, 2000) e feijdo
(Zanatta, 2004). O fato reveste-se de importancia quando se
pensa que estas plantas poderdo explorar maior quantidade
de solo, propiciando melhores condi¢fes nutricionais, e
maior tolerdncia a condic¢des climaticas adversas no campo
(El-Abyad et al., 1993). Outra conseqiiéncia de plantas de
feijao com maior indice de velocidade de emergéncia, maior
massa tanto radicular quanto foliar, € que estas se tornam
menos sensiveis a importantes patdgenos presentes no solo
como Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium oxysporum f.
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sp. phaseoli e Fusarium solani entre outros (Canteri et al.,
1999).

Neste estudo, o isolado DFs912 se destacou na producgdo
das plantas de feijdo, em diferentes momentos, nos testes in
vitro, também propiciando halos de inibi¢do produzidos em
menor nimero de dias e apresentando maiores diametros.
Apesar de pertencerem a um grupo de bactérias pouco
estudadas em controle bioldgico, pode-se aventar que este
isolado atue por antibiose para o controle da doenca. Esta
possibilidade apoia-se no fato deste isolado apresentar
atividade antifungica contra os fungos manchadores de
sementes de arroz: Alternaria, Bipolaris,
Gerlachia e Pyricularia (Soares et al., 2006).

Curvularia,

CONCLUSOES

O isolado DFs912 apresenta caracteristicas que
possibilitam o seu uso em programa s de controle biol6gico
de C. lindemuthianum. Porém, estudos posteriores fazem-se
necessarios, na busca dos mecanismos utilizados, bem como
estudos de outras combinacdes entre isolados, que possibilite
maior espectro de acdo sobre outras doencas do feijao.
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